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1. 1  Bl ut dr u c k, k ar di o v a s k ul är e Kr a n k h eit e n  
N a c h wi e v or z ä hl e n H er z -Kr ei sl a uf -Er kr a n k u n g e n z ur T o d e s ur s a c h e N u m m er  1 ( D o u m a s 
et al., 2 0 1 4) . I n di e s e m Z u s a m m e n h a n g s pi elt d er Bl ut h o c h dr u c k ei n e wi c hti g e R oll e, d a e s 
si c h u m ei n e n d er wi c hti g st e n Ri si k of a kt or e n f ür k or o n ar e H er z er kr a n k u n g e n, 
M y o k ar di nf ar kt, H er zi n s uffi zi e n z u n d S c hl a g a nf all h a n d elt ( Z a m a n et al., 2 0 0 2; B or g hi & 
R o s si, 2 0 1 5) . Di e E nt wi c kl u n g v o n Bl ut h o c h dr u c k i st m ultif a kt ori ell u n d s c hli e ßt F a kt or e n 
wi e z. B. di e g e n eti s c h e Pr ä di s p o siti o n , U m w elt- o d er L e b e n s stilf a kt or e n  wi e R a u c h e n, 
Str e s s, G e wi c ht, B e w e g u n g s m a n g el, Al k o h ol k o n s u m u s w. mit ei n ( M oi n u d di n et al., 2 0 1 6). 
L a ut d e n a kt u ell e n L eitli ni e n d er E ur o p e a n S o ci et y of H y p ert e n si o n  u n d  d er  E ur o p e a n 
S o ci et y of C ar di ol o g y  ( E S H/ E S C) wir d a b ei n e m Bl ut dr u c k w ert v o n s y st oli s c h 1 4 0  m m  H g 
u n d di a st oli s c h 9 0  m m  H g v o n Bl ut h o c h dr u c k g e s pr o c h e n . Di e s er wir d z u d e m n o c h i n 
dr ei  v er s c hi e d e n e St a di e n u nt ert eilt  ( St a di u m 1: 1 4 0 -1 5 9 /9 0 -9 9  m m  H g, St a di u m  2: 1 6 0 -
1 7 9/ 1 0 0 -1 0 9  m m  H g u n d St a di u m  3: ≥  1 8 0 / ≥ 1 1 0  m m  H g)  (T a b ell e 1 .1 , M a n ci a et al., 
2 0 1 3 ). U n b e h a n d elt er Bl ut h o c h dr u c k k a n n z u ei n er c hr o ni s c h e n S c h ä di g u n g d e s 
G ef ä ß s y st e m s f ü hr e n u n d tr ä gt s o z. B. z ur E nt st e h u n g v o n At h er o s kl er o s e, 
M y o k ar di nf ar kt e n , S c hl a g a nf all o d er c hr o ni s c h e n Ni er e n er kr a n k u n g e n b ei ( M aju m d er et al., 
2 0 1 3; M aj u m d er &  W u, 2 0 1 5) . Hi er b ei gilt, j e h ö h er d er Bl ut dr u c k i st, d e st o gr ö ß er i st a u c h 
di e W a hr s c h ei nli c h k eit, ei n e H er zi n s uffi zi e n z, M y o k ar di nf ar kt, S c hl a g a nf all o d e r 
Ni er e n er kr a n k u n g z u b e k o m m e n ( C h o b a ni a n et al., 2 0 0 3). A u ß er d e m i st b e k a n nt, d a s s di e 
li n k s v e ntri k ul är e H y p ertr o p hi e ei n e b e d e ut e n d e F or m d er E n d or g a n s c h ä di g u n g i st, w el c h e 
d ur c h Bl ut h o c h dr u c k v er ur s a c ht wir d  ( St a b o uli et al., 2 0 0 9). 
D a u er h aft e Bl ut dr u c k w ert e i m H o c h n or m al e n -B er ei c h v o n s y st oli s c h 1 3 0 -1 3 9  m m  H g u n d 
di a st oli s c h 8 5 -8 9  m m  H g w er d e n l a ut J oi nt N ati o n al C o m mitt e e  (T h e S e v e nt h R e p ort of t h e 
J oi nt N ati o n al C o m mitt e e o n Pr e v e nti o n, D et e cti o n, E v al u ati o n a n d Tr e at m e nt of Hi g h Bl o o d 
Pr e s s ur e  ( J N C 7)) b er eit s al s pr ä h y p ert e n si v ei n g e st uft ( C h o b a ni a n et al., 2 0 0 3). 
Pr ä h y p ert o ni e wir d ni c ht al s b e h a n dl u n g s w ür di g e Kr a n k h eit ei n g e st uft, a b er d a s Ri si k o, 
s p ät er Bl ut h o c h dr u c k  d e s St a di u m s  1 , 2 o d er 3  z u e nt wi c k el n, i st er h ö ht. A u s di e s e m Gr u n d 
wir d Pr ä h y p ert o ni k er n z u n ä c h st  ei n e L e b e n s stil ä n d er u n g e m pf o hl e n u n d i m b e st e n F all 
w er d e n di e P ati e nt e n e n g m a s c hi g b e o b a c ht et, a b er v or er st ni c ht p h ar m a k ol o gi s c h 
b e h a n d elt ( C h o b a ni a n et al., 2 0 0 3; M oi n u d di n et al., 2 0 1 6). W e n n di e P ati e nt e n j e d o c h ei n e 
w eit er e Er kr a n k u n g h a b e n ( Di a b et e s m ellit u s T y p  2 o d er Ni er e n er kr a n k u n g) o d er e s ei n e n 
N a c h w ei s f ür ei n e b er eit s v or h a n d e n e H er z -K r ei sl a uf-E r kr a n k u n g gi bt, w er d e n hi er 
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A u s n a h m e n g e m a c ht ( F u c h s, 2 0 1 0; C olli er & L a n dr a m, 2 0 1 2)  u n d  e s s ollt e n 
bl ut dr u c k s e n k e n d e M e di k a m e nt e  v er or d n et  w er d e n .  
A n d er s si e ht d a s hi n g e g e n b ei P ati e nt e n mit d e m H y p ert o ni e St a di u m 1 , 2 b z w. 3 a u s 
(T a b ell e 1 .1 ). Hi er wir d, u n a b h ä n gi g d a v o n , o b w eit er e  Er kr a n k u n g e n v orli e g e n  o d er ni c ht , 
ei n e B e h a n dl u n g mit d e n Zi el -Bl ut dr u c k w ert e n v o n <  1 4 0/ 9 0 m m  H g n a h e g el e gt  ( M a n ci a 
et al., 2 0 1 3) . 
T a b ell e 1 .1 :  Kl a s sifi k ati o n d e s Bl ut dr u c k s  n a c h  d e n  E S H/ E S C -L eitli ni e n  ( m o difi zi e rt n a c h 
M a n ci a et al., 2 0 1 3)  
Kl a s sifi k ati o n d e s 
Bl ut dr u c k s  
s y st oli s c h er Bl ut dr u c k 
( m m H g)  
di a st oli s c h er Bl ut dr u c k 
( m m H g)  
O pti m al  < 1 2 0  < 8 0  
N or m al  1 2 0 -1 2 9  8 0 -8 4  
H o c h n or m al  1 3 0 -1 3 9  8 5 -8 9  
H y p ert o ni e St a di u m 1  1 4 0 -1 5 9  9 0 -9 9  
H y p ert o ni e St a di u m 2  1 6 0 -1 7 9  1 0 0 -1 0 9  
H y p ert o ni e St a di u m 3  ≥ 1 8 0  ≥ 1 1 0  
1. 2  R e g ul ati o n d e s Bl ut dr u c k s  
D er Bl ut dr u c k wir d v o n v er s c hi e d e n st e n M e c h a ni s m e n r e g uli ert. K ur zfri sti g k o m mt e s d ur c h 
Si g n al e d er Pr e s s or e z e pt or e n ( B ar or e z e pt or e n, b efi n dli c h i m K ar oti s si n u s u n d 
A ort e n b o g e n), D e h n u n g sr e z e pt or e n i m V or h of, art eri ell e n C h e m or e z e pt or e n o d er d er 
I s c h ä mi er e a kti o n d e s z e ntr al e n N er v e n s y st e m s, w el c h e ü b er d a s s y m p at hi s c h e u n d 
p ar a s y m p at hi s c h e N er v e n s y st e m wir k e n, z u ei n er Ei n st ell u n g d e s Bl ut dr u c k s.  D er 
wi c hti g st e M e c h a ni s m u s z ur k ur zfri sti g e n K o ntr oll e d e s art eri ell e n Bl ut dr u c k s i st d er 
Pr e s s or e z e pt or e nr efl e x.  B ei ei n er Bl ut dr u c k st ei g er u n g wir d d a s s y m p at hi s c h e 
N er v e n s y st e m r efl e kt ori s c h g e h e m mt u n d d er P ar a s y m p at hi k u s a kti vi ert, w o d ur c h d er 
Bl ut dr u c k i n n er h al b v o n S e k u n d e n n or m ali si ert w er d e n k a n n. Mitt elfri sti g bi s l a n gfri sti g 
gr eif e n v er s c hi e d e n e H or m o n e u n d h u m or al e S y st e m e wi e z. B. d a s R e ni n -A n gi ot e n si n -
Al d o st er o n -S y st e m ( R A A S) u n d d a s K alli kr ei n -Ki ni n -S y st e m ( K K S) i n di e R e g uli er u n g d e s 
Bl ut dr u c k s ei n. Di e l ä n g erfri sti g e R e g ul ati o n d e s Bl ut dr u c k s b a si ert v or all e m a uf ei n er 
A n p a s s u n g d e s Bl ut v ol u m e n s  u n d d e s S al z h a u s h alt s . Hi er b ei s pi elt di e Ni er e u n d d er e n 
K o ntr oll e d er r e n al e n Fl ü s si g k eit s - u n d S al z a u s s c h ei d u n g ei n e e nt s c h ei d e n d e R oll e . B ei 
ei n er Er h ö h u n g d e s Bl ut dr u c k s wir d di e r e n al e Fl ü s si g k eit s - u n d S al z a u s s c h ei d u n g er h ö ht. 
Di e s f ü hrt wi e d er u m z u ei n er V erri n g er u n g d e s Bl ut v ol u m e n s u n d ei n er d a mit v er b u n d e n e n 
A b n a h m e d e s H er z z eit v ol u m e n s, w o d ur c h e s z u ei n er V er mi n d er u n g d e s art eri ell e n 
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Bl ut dr u c k s k o m mt. B ei ei n er V erri n g er u n g d e s art eri ell e n Bl ut dr u c k s si n d di e s e 
M e c h a ni s m e n u m g e k e hrt, w a s d e m e nt s pr e c h e n d z u ei n er Er h ö h u n g d e s art eri ell e n 
Bl ut dr u c k s f ü hrt ( G u yt o n et al., 1 9 7 2; B u s s e , 2 0 0 7). 
I m W eit er e n wir d n ä h er a uf di e B e d e ut u n g d er h u m or al e n S y st e m e R A A S u n d K K S s o wi e 
d er e n B et eili g u n g a n d er R e g ul ati o n d e s Bl ut dr u c k s ei n g e g a n g e n.  
1. 2. 1  R e ni n -A n gi ot e n si n -Al d o st er o n -S y st e m  
Ei n wi c hti g er R e g ul at or d e s Bl ut dr u c k s i st d a s R A A S, w el c h e s i n A b bil d u n g 1 .1  d ar g e st ellt 
i st. D a s E n z y m R e ni n wir d i n d e n Z ell e n d e s j u xt a gl o m er ul är e n A p p ar at e s d er Ni er e 
g e bil d et. R e ni n s p alt et a u s d e m i n d er L e b er g e bil d et e n A n gi ot e n si n o g e n d a s bi ol o gi s c h 
i n a kti v e D e k a p e pti d A n gi ot e n si n I ( A n g I) a b. A n g I k a n n a n s c hli e ß e n d v o n d e m 
a n gi ot e n si n -c o n v erti n g e n z y m e  ( A C E) z u d e m bi ol o gi s c h a kti v e n O kt a p e pti d A n gi ot e n si n II 
( A n g II) u m g e w a n d elt w er d e n (Z a m a n et al., 2 0 0 2; M aj u m d er &  W u, 2 0 1 5) . D a s g e bil d et e 
A n g  II bi n d et s el e kti v a n di e tra n s m e m br a n g e b u n d e n e n G -Pr ot ei n -g e k o p p elt e n R e z e pt or e n 
A n gi ot e n si n  II T y p 1 R e z e pt or ( A T 1 -R e z e pt or)  u n d A n gi ot e n si n  II T y p 2 R e z e pt or ( A T 2 -
R e z e pt or). B ei ei n er Bi n d u n g a n d e n A T 1 -R e z e pt or v er mitt elt A n g  II ei n e V a s o k o n stri kti o n 
d er G ef ä ß e, f ü hrt z ur Fr ei s et z u n g v o n Al d o st er o n, w a s z u ei n er Er h ö h u n g d er W a s s er - u n d 
S al zr et e nti o n i n d er Ni er e f ü hrt u n d a kti vi ert d e n S y m p at hi k u s d ur c h R e z e pt or e n i m G e hir n. 
Z u s a m m e nf a s s e n d f ü hr e n di e s e v er s c hi e d e n e n Pr o z e s s e, a u s g el ö st d ur c h di e Bi n d u n g 
v o n A n g  II a n d e n A T1 -R e z e pt or , z u ei n er Er h ö h u n g d e s Bl ut dr u c k s ( Z a m a n et al., 2 0 0 2; 
B a d er & G a nt e n, 2 0 0 8; M aj u m d er &  W u, 2 0 1 5) . A b g e s e h e n v o n d e n Eff e kt e n a uf d e n 
Bl ut dr u c k tr ä gt A n g  II a u c h z ur S c h ä di g u n g v o n Bl ut g ef ä ß e n b ei. S o w er d e n b ei s pi el s w ei s e 
di e Ni c oti n a mi d -A d e ni n -Di n u kl e oti d -P h o s p h at ( N A D P H) -O xi d a s e n a kti vi ert, w a s z ur 
Er h ö h u n g d er r e a kti v e n S a u er st off s p e zi e s ( R O S) u n d s o mit d e s o xi d ati v e n P ot e nti al s i n 
d e n G ef ä ß w ä n d e n f ü hrt ( Z a m a n et al., 2 0 0 2; B a d er, 2 0 1 0). Ei n b er eit s b e s c hri e b e n er 
m ö gli c h er M e c h a ni s m u s z ur A kti vi er u n g v o n N A D P H -O xi d a s e n i st, d a s s di e U nt er ei n h eit 
R a c -1 d ur c h ei n e A n g  II v er mitt elt e Bi n d u n g a n d e n A T1 -R e z e pt or h o c hr e g uli ert wir d  
( W el c h, 2 0 0 8). G e n er ell si n d R O S u nt er a n d er e m b ei d er V er di c k u n g v o n G ef ä ß e n u n d 
E nt st e h u n g v o n E nt z ü n d u n g e n d ur c h ei n e I n a kti vi er u n g v o n Sti c k st off m o n o xi d ( N O) 
i n v ol vi ert. Ei n e er h ö ht e E x pr e s si o n vo n R O S u n d ei n e g eri n g e Bil d u n g v o n N O si n d 
K e n n z ei c h e n ei n er e n d ot h eli al e n D y sf u n kti o n, w el c h e oft m al s b e gl eit e n d a uftritt o d er s o g ar 
z ur E nt st e h u n g v o n Bl ut h o c h dr u c k b eitr ä gt ( B a d er, 2 0 1 0). 
Hi n g e g e n h at di e Bi n d u n g v o n A n g  II a n d e n A T2 -R e z e pt or  i n E n d ot h el z ell e n u n d gl att e n 
G ef ä ß m u s k el z ell e n ei n e n v a s o dil at at ori s c h e n Eff e kt. E s wir d i n F ol g e di e s er 
R e z e pt or a kti vi er u n g v er m e hrt N O fr ei g e s et zt u n d d a s Z ell w a c h st u m v er hi n d ert. S o mit 
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v er mitt elt di e s er R e z e pt or b ei A kti vi er u n g ei n e pr ot e kti v e Wir k u n g  g e g e n Bl ut h o c h dr u c k 
( M aj u m d er & W u, 2 0 1 5) .  
Z ur V ert eil u n g d er R e z e pt or e n i st b e k a n nt, d a s s d er A T 1 -R e z e pt or  w eit v er br eit et i n 
G e w e b e n i st, w el c h e h a u pt s ä c hli c h f ür di e A ufr e c ht er h alt u n g d e s Bl ut dr u c k s  s o wi e f ür di e 
El e ktr ol yt - u n d Fl ü s si g k ei t s h o m ö o st a s e v er a nt w ortli c h si n d ( z. B. i m G ef ä ß s y st e m, H er z 
o d er Ni er e nri n d e). A b er a u c h i n a n d er e n G e w e b e n wi e d er L e b er, d e m G e hir n o d er d e n 
Ei er st ö c k e n i st d er A T 1 -R e z e pt or v or h a n d e n.  D er A T 2 -R e z e pt or z ei gt ei n e w eit v er br eit et e 
u n d h o h e E x pr e s si o n  i n fet al e n G e w e b e n , j e d o c h i st di e s er a u c h i n  a d ult e n G e w e b e n wi e 
d e n N e b e n ni er e n, G e hir n , d er H a ut  o d er i m v a s k ul är e n G e w e b e  v or h a n d e n  ( Mi y a z a ki et 
al., 1 9 9 6; Al -G b uri et al., 2 0 1 7) . 
N e b e n  d e n b er eit s b e s c hri e b e n e n K o m p o n e nt e n d e s kl a s si s c h e n R A A S si n d i n d e n l et zt e n 
J a hr e n n o c h w eit er e K o m p o n e nt e n e nt d e c kt w or d e n, w el c h e e b e nf all s i n d a s S y st e m 
ei n gr eif e n ( A b bil d u n g 1 .1 ). E s w ur d e ei n e AC E -v er w a n dt e C ar b o x y p e pti d a s e ( a n gi ot e n si n -
c o n v erti n g e n z y m e  2  ( A C E 2)) b e s c hri e b e n, w el c h e al s er st e s m e n s c hli c h e s H o m ol o g z u 
A C E gilt  ( D o n o g h u e et al., 2 0 0 0). A C E 2 k a n n A ng  II z u A n gi ot e n si n 1 -7 ( A n g 1 -7 ) 
h y dr oli si er e n. A n g 1 -7  bi n d et a n d e n G -Pr ot ei n -g e k o p p elt e n R e z e pt or M a s u n d f ü hrt i m 
G e g e n s at z z ur A T 1 -R e z e pt or v er mitt elt e n V a s o k o n stri kti o n z u ei n er V a s o dil at ati o n, 
Fr ei s et z u n g v o n N O u n d R e d u kti o n v o n R O S  ( S a nt o s et al., 2 0 0 3; S a nt o s & F err eir a, 2 0 0 7; 
B a d er, 2 0 1 0) . Z u s a m m e nf a s s e n d i st d a s A C E 2 -A n g 1 -7 -M a s S y st e m i n d er L a g e, d e m 
kl a s si s c h e n R A A S e nt g e g e n z u wir k e n ( B a d er, 2 0 1 0). A u ß er d e m k a n n A C E 2 ei n e 
A mi n o s ä ur e v o n A n g  I a b s p alt en u n d s o mit A n gi ot e n si n  1 -9 ( A n g 1 -9 ) pr o d u zi er e n 
( D o n o g h u e et al., 2 0 0 0). A n g 1 -9  s c h ei nt e b e nf all s ei n e n  k ar di o pr ot e kti v e n Eff e kt,  d ur c h di e 
Bi n d u n g a n d e n A T 2 -R e z e pt or , z u h a b e n ( Fl or e s-M u n o z et al., 2 0 1 2; M e n d o z a -T orr e s et 
al., 2 0 1 5) . W eit er hi n i st b e k a n nt, d a s s A n g  II a u c h v o n a n d er e n E n z y m e n g e bil d et w er d e n 
k a n n. S o st ellt di e S eri n Pr ot e a s e C h y m a s e ei n e n alt er n ati v e n W e g z ur U m w a n dl u n g v o n 
A n g  I z u A n g II d ur c h A C E d ar. Di e C h y m a s e wir d v o n d e n M a st z ell e n g e bil d et, w el c h e 
i n n er h al b d e s I nt er stiti u m s z u fi n d e n si n d ( Z a m a n et al., 2 0 0 2; Fr o o g h et al., 2 0 1 7). 
W a hr s c h ei nli c h i st d a s E n z y m a n d er Bil d u n g v o n A n g  II i n b e sti m mt e n Or g a ne n b et eili gt, 
w o b ei d er C h y m a s e ei n e z e ntr al e R oll e b ei d er Bil d u n g v o n A n g  II i m H er z e n z u g e wi e s e n 
wir d ( Ur at a et al., 1 9 9 0; Fr o o g h et al., 2 0 1 7). G e n er ell i st j e d o c h z u s a g e n, o b w o hl hi er 
A C E -u n a b h ä n gi g A n g  II g e bil d et w er d e n k a n n, d a s s di e C h y m a s e v er m utli c h ni c ht a n d er 
k ur zfri sti g e n R e g uli er u n g d e s Bl ut dr u c k s b et eili gt z u s ei n s c h ei nt. A u c h di e p h y si ol o gi s c h e 
R oll e, di e C h y m a s e i m G ef ä ß s y st e m s pi elt, i st ni c ht v oll st ä n di g g e kl ärt. D o c h 
p at h o p h y si ol o gi s c h s c h ei nt e s m ö gli c h, d a s s d a s E n z y m b e s o n d er s b ei 
G ef ä ß er kr a n k u n g e n u n d G ef ä ß v erl et z u n g e n ei n e R oll e s pi elt, d a hi er di e A n z a hl d er 
M a st z ell e n st ei gt u n d di e s e a u c h a kti vi ert w er d e n k ö n n e n ( Mi y a z a ki & T a k ai, 2 0 0 1; D o g gr ell 
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&  W a n st all, 2 0 0 4) . Di e A b bil d u n g 1 .1  st ellt di e V er k n ü pf u n g d e s kl a s si s c h e n R A A S (i n 
s c h w ar z) u n d d er w eit er e n K o m p o n e nt e n (i n bl a u) d ar.          
 
A b bil d u n g 1 .1 :  D a s kl a s si s c h e R A A S (i n s c h w ar z) u n d di e n e u e r e n K o m p o n e nt e n d e s 
R A A S (i n bl a u ) z ur R e g ul ati o n d e s Bl ut dr u c k s  
 
N e b e n d er U nt ert eil u n g i n d a s kl a s si s c h e u n d n e u e R A A S k a n n a u c h g e n er ell z wi s c h e n 
ei n e m s y st e mi s c h e n u n d ei n e m l o k al e n R A A S u nt er s c hi e d e n w er d e n. D a s V or h a n d e n s ei n 
ei n e s l o k al e n or g a n s p e zifi s c h e n R A A S k o n nt e i n v er s c hi e d e n e n Z ell e n u n d G e w e b e n z. B. 
f ür d a s H er z, gr o ß e Bl ut g ef ä ß e, di e Ni er e, d a s G e hir n u n d w eit er e Or g a n e n a c h g e wi e s e n 
w er d e n. D e s s e n A kti vi er u n g f ü hrt z u str u kt ur ell e n u n d f u n kti o n ell e n V er ä n d er u n g e n, w el c h e 
j e d o c h u n a b h ä n gi g v o n d e n e n si n d, di e v o m s y st e mi s c h e n e n d o kri n e n R A A S 
h er v or g er uf e n w er d e n ( Sa nt o s et al., 2 0 0 9; D e M ell o &  Fr o hli c h, 2 0 1 4) . D e m l o k al e n R A A S 
wir d z u d e m, i m G e g e n s at z z u m s y st e mi s c h e n R A A S, i m b e s o n d er e n M a ß e ei n e 
B et eili g u n g a m v a s k ul är e n R e m o d eli n g ( U m b a u pr o z e s s e n) z u g e s pr o c h e n ( P a ul et al., 
2 0 0 6; W u et al., 2 0 1 5) .   
A u s d e m o b e n b e s c hri e b e n e n k o m pl e x e n R A A S i st d a s E n z y m A C E f ür di e v orli e g e n d e 
Ar b eit b e s o n d er s i nt er e s s a nt. A u s di e s e m Gr u n d wir d i m W eit er e n d et ailli ert er a uf d e n 
A uf b a u u n d di e F u n kti o n e n d e s A C E ei n g e g a n g e n.  
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1. 2. 2  A C E  
A C E i st ei n e Di p e pti d yl -C ar b o x y p e pti d a s e  (E n z y m e C o m mi s si o n n u m b er  3. 4. 1 5. 1) 
( Wij e s e k ar a & Ki m, 2 0 1 0)  u n d s pi elt, wi e b er eit s b e s c hri e b e n, ei n e e nt s c h ei d e n d e R oll e b ei 
d er R e g uli er u n g d e s Bl ut dr u c k s. H a u pt s ä c hli c h i st d a s A C E m e m br a n g e b u n d e n a uf 
E n d ot h el z ell e n z u fi n d e n, w e s w e g e n di e L u n g e b e s o n d er s vi el A C E a uf w ei st ( B a d er, 2 0 1 0). 
V o m h u m a n e n A C E si n d z w ei  F or m e n ( s o m ati s c h e s  u n d t e sti k ul är e s  A C E) b e k a n nt. B ei d e 
w er d e n d ur c h d a s gl ei c h e G e n ( a uf C hr o m o s o m 1 7 q 2 3), j e d o c h d ur c h u nt er s c hi e dli c h e 
Pr o m ot or e n c o di ert. D a s s o m ati s c h e A C E ( 1 7 0  k D a) wir d v o m s o m ati s c h e n G e w e b e 
g e bil d et ( E yri e s et al., 2 0 0 1; Ri or d a n, 2 0 0 3) u n d i st i n A b bil d u n g 1 .2  d ar g e st ellt. E s b e st e ht 
a u s ei n er 3 0  A mi n o s ä ur e n gr o ß e n C -t er mi n al e n i ntr a z ell ul ar e n R e gi o n, ei n e m h y dr o ph o b e n 
tr a n s m e m br a n e n S e g m e nt ( 1 7 A mi n o s ä ur e n) u n d ei n er a u s 1 2 3 0  A mi n o s ä ur e n 
b e st e h e n d e n N -t er mi n al e n e xtr a z ell ul är e n R e gi o n ( W ei et al., 1 9 9 1 a; E yri e s et al., 2 0 0 1). 
D a s s o m ati s c h e A C E  b e sit zt z w ei  h y dr o p h o b e S e g m e nt e. D a s er st e i st a m N -T er mi n u s u n d 
w ei st di e E i g e n s c h aft e n ei n e s Si g n al p e pti ds a uf. B ei d e m z w eit e n h y dr o p h o b e n S e g m e nt 
h a n d elt e s si c h, wi e b er eit s d ar g e st ellt u m d a s tr a n s m e m br a n e S e g m e nt n a h e d e s C -
T er mi n u s, w o d ur c h d a s A C E m e m br a n g e b u n d e n v orli e gt. D ur c h ei n e pr ot e ol yti s c h e ( o d er 
p o st -tr a n sl ati o n al e) S p alt u n g d er M e m br a n bi n d u n g k a n n d a s A C E j e d o c h a u c h l ö sli c h 
( s y st e mi s c h) i m Pl a s m a o d er a n d er e n K ör p erfl ü s si g k eit e n v orli e g e n ( W ei et al., 1 9 9 1 b). D er 
e xtr a z ell ul är e T eil d e s A C E b e st e ht a u s z w ei  h o m ol o g e n k at al yti s c h e n  D o m ä n e n, d er 
s o g e n a n nt e n A mi n o - o d er N -D o m ä n e u n d d er C ar b o x yl - o d er C -D o m ä n e ( A b bil d u n g 1 .2 ) 
( E yri e s et al., 2 0 0 1; Ri or d a n, 2 0 0 3). 
 
A b bil d u n g 1 .2 :  S c h e m ati s c h e D a r st ell u n g d er St r u kt u r v o m s o m ati s c h e n A C E mit s ei n e n 
v er s c hi e d e n e n R e gi o n e n  u n d d e n b ei d e n k at al yti s c h a kti v e n D o m ä n e n, 
w el c h e j e w eil s ei n Zi n k -I o n ( Z n2 + ) bi n d e n k ö n n e n ( m o difi zi ert n a c h D z a u et 
al., 2 0 0 2)  
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Di e S e q u e n z d er N - u n d C -D o m ä n e  i m s o m ati s c h e n A C E i st z u m e hr al s 6 0 % i d e nti s c h. 
A u ß er d e m e nt h alt e n b e i d e D o m ä n e n ei n H E XX H  S e q u e n z m oti v ( w o b ei X f ür ei n e  b eli e bi g e 
A mi n o s ä ur e st e ht ), i n d e m di e b ei d e n Hi sti di nr e st e al s zi n k bi n d e n d e Li g a n d e n di e n e n u n d 
di e Gl ut a mi n s ä ur e e s s e nti ell f ür di e k at al yti s c h e A kti vit ät i st ( A b bil d u n g 1 .3 ) ( W ei et al., 
1 9 9 1 a; Ri or d a n, 2 0 0 3) .  
 
A b bil d u n g 1 .3 :  S c h e m ati s c h e D a r st ell u n g d e s s o m ati s c h e n A C E mit d e m h y dr o p h o b e n 
Si g n al p e pti d ( bl a u), a kti v e n Z e nt r u m d e r k at al yti s c h a kti v e n D o m ä n e n ( r ot), 
t r a n s m e m b r a n e n S e g m e nt ( s c h w ar z) u n d d er i nt r a z ell ul ä r e n R e gi o n ( gr a u) 
( m o difi zi ert n a c h Ri o r d a n, 2 0 0 3 ) 
 
D a s A C E k a n n v er s c hi e d e n e S u b str at e u m s et z e n, w o b ei d i e k at al yti s c h e n Ei g e n s c h aft e n 
f ür di e j e w eili g e n S u b str at e u nt er s c hi e dli c h si n d. A n g I u n d Br a d y ki ni n z ä hl e n z u d e n 
p h y si ol o gi s c h wi c hti g st e n S u b str at e n d e s A C E ( J a s p ar d et al., 1 9 9 3). W ei et al.  z ei gt e n 
1 9 9 1, d a s s b ei d e D o m ä n e n u n a b h ä n gi g v o n ei n a n d er k at al yti s c h a kti v si n d ( W ei et al., 
1 9 9 1 a) . B ei d e sin d i n d er L a g e, d a s C -t er mi n al e Di p e pti d H L v o n d e m S u b str at A n g I b z w. 
ei n e m A n al o g o n Hi p p ur yl -L -Hi sti d yl -L -L e u ci n ( Hi p -H L) a b z u s p alt e n. D a s V or h a n d e n s ei n 
v o n Zi n k i st f ür di e A kti vit ät b ei d er D o m ä n e n u n a b di n g b ar, e b e n s o wir d di e A kti vit ät d er 
b ei d e n D o m ä n e n d ur c h C hl ori d  r e g uli ert. S o z ei gt e si c h b ei ei n er h o h e n 
C hl ori d k o n z e ntr ati o n ( 3 0  m M Cl -), d a s s A n g I v o n d er C -D o m ä n e s c h n ell er h y dr ol y si ert 
w ur d e al s v o n d er N -D o m ä n e. Di e N -D o m ä n e wir d al s w e ni g er C hl ori d -a b h ä n gi g i m 
V er gl ei c h z u d er C -D o m ä n e di s k uti ert ( W ei et al., 1 9 9 1 a). Z u d e m w ur d e a u s d e n D at e n 
g e s c hl u s sf ol g ert, d a s s u nt er p h y si ol o gi s c h e n B e di n g u n g e n i m v a s k ul ä r e n u n d 
e xtr a z ell ul är e n R a u m, i n d e m ei n e h o h e C hl ori d k o n z e ntr ati o n  v orli e gt, di e C -D o m ä n e 
w a hr s c h ei nli c h h a u pt v er a nt w ortli c h f ür di e S p alt u n g v o n A n g I i st. Hi n g e g e n k ö n nt e di e 
H y dr ol y s e v o n A n g I i ntr a z ell ul är ( C hl ori d k o n z e ntr ati o n i st g eri n g er al s 1 0  m M ) gr ö ßt e nt eil s 
v o n d er N -D o m ä n e v er mitt elt s ei n ( W ei et al., 1 9 9 1 a; J a s p ar d et al., 1 9 9 3). Di e H y dr ol y s e 
v o n Br a d y ki ni n i st hi n g e g e n w e ni g er C hl ori d -a b h ä n gi g ( J a s p ar d et al., 1 9 9 3). 
G e n er ell k ö n n e n di e b ei d e n p h y si ol o gi s c h e n S u b str at e A n g  I u n d Br a d y ki ni n v o n b ei d e n 
D o m ä n e n u m g e s et zt w er d e n, a b er e s w ur d e n u nt er s c hi e dli c h e h y dr ol yti s c h e A kti vit ät e n d er 
b ei d e n D o m ä n e n f e st g e st ellt. A n g  I wir d i n vitr o 3 -m al s c h n ell er v o n d er C -D o m ä n e 
( k at al yti s c h e K o n st a nt e ( k c at ): 3 4 s -1 )  h y dr oli si ert al s v o n d er N-D o m ä n e ( k c at : 1 1 s -1 ). S o mit 
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i st di e C-D o m ä n e eff e kti v er b ei d er U m w a n dl u n g v o n A n g  I z u A n g II ( W ei et al., 1 9 9 1 a). 
D a s Br a d y ki ni n wir d v o n b ei d e n D o m ä n e n i m et w a gl ei c h e n M a ß e h y dr oli si ert ( C -D o m ä n e 
k c at : 8 s -1 ; N-D o m ä n e k c at : 5 s -1 ) ( J a s p ar d et al., 1 9 9 3). W eit er hi n k o n nt e n J a s p ar d et al. 
z ei g e n, d a s s Br a d y ki ni n al s S u b str at ei n e h ö h er e Affi nit ät z u d e n b ei d e n D o m ä n e n d e s A C E 
h at ( Mi c h a eli s -M e nt e n -K o n st a nt e ( Km ): 0, 2 4-0, 5 4  µ M) v er gli c h e n mit d e m S u b str at A n g  I 
( Km : 5-1 8  µ M) ( W ei et al., 1 9 9 1 a; J a s p ar d et al., 1 9 9 3). 
N e b e n d e m s o m ati s c h e n A C E gi bt e s d a s t e sti k ul är e A C E ( 1 1 0 k D a), w el c h e s 
a u s s c hli e ßli c h i n d e n m ä n nli c h e n K ei m z ell e n g e bil d et wir d . D e m t e sti k ul är e n A C E f e hlt di e 
e xtr a z ell ul är e N -D o m ä n e ( A b bil d u n g 1 .4 ) ( E yri e s et al., 2 0 0 1; Ri or d a n, 2 0 0 3) .  
 
A b bil d u n g 1 .4 :  S c h e m ati s c h e D a r st ell u n g d e s t e sti k ul ä r e n A C E mit d e m h y d r o p h o b e n 
Si g n al p e pti d ( bl a u), a kti v e n Z e nt r u m d er k at al yti s c h a kti v e n D o m ä n e ( r ot), 
t r a n s m e m b r a n e n Se g m e nt ( s c h w ar z) u n d d er i nt r a z ell ul ä r e n R e gi o n ( gr a u) 
( m o difi zi ert n a c h Ri o r d a n, 2 0 0 3 ) 
 
D a s t e sti k ul är e A C E i st ni c ht a n d er Bl ut dr u c kr e g uli er u n g b et eili gt . Di e s e m A C E w er d e n 
hi n g e g e n wi c hti g e A uf g a b e n b ei d er F ertilit ät z u g e s c hri e b e n. I n M ä u s e n k o n nt e g e z ei gt 
w er d e n, d a s s d a s t e sti k ul är e A C E wi c hti g f ür di e i n vi v o B efr u c ht u n g i st. S p er mi e n v o n 
t e sti k ul är e n A C E -d efi zi e nt e n M ä u s e n wi e s e n D ef e kt e b ei m Tr a n s p ort i m Eill eit er a uf u n d 
k o n nt e n ni c ht ri c hti g a n di e S c h ut z h üll e d er Ei z ell e ( Z o n a p ell u ci d a ) bi n d e n, w a s b ei d e s 
e s s e nti ell f ür di e B efr u c ht u n g i st ( H a g a m a n et al., 1 9 9 8). A u ß er d e m z ei gt e n H a g a m a n et 
al. , d a s s d a s s o m ati s c h e A C E b ei di e s e n M e c h a ni s m e n d er F ertilit ät k ei n e R oll e s pi elt. Di e 
F ertilit ät v o n s o m ati s c h e n  A C E -d efi zi e nt e n M ä u s e n, w el c h e  j e d o c h ei n n or m al e s L e v el d e s 
t e sti k ul är e n A C E s  a uf wi e s e n, u nt er s c hi e d si c h ni c ht v o n d er F ertil it ät v o n Wil dt y p m ä u s e n . 
W eit er hi n k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s i n A b w e s e n h eit v o n A n g  I di e F ertilit ät e b e nf all s 
ni c ht b e ei ntr ä c hti gt  w ur d e. D ar a u s w ur d e g e s c hl u s sf ol g ert, d a s s A n g  I k ei n w e s e ntli c h e s 
S u b str at f ür d a s t e sti k ul är e A C E d ar st ellt ( H a g a m a n et al., 1 9 9 8).  
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1. 2. 3  K alli k r ei n -Ki ni n -S y st e m   
N e b e n d e m R A A S gi bt e s a u c h d a s K K S, w el c h e s a n d er Bl ut dr u c kr e g uli er u n g b et eili gt i st 
(A b bil d u n g 1 .5 ). D a s K K S h at p h y si olo gi s c h g e s e h e n j e d o c h e h er ei n e  u nt er g e or d n et e 
R oll e b ei d er Bl ut dr u c kr e g uli er u n g, w a s si c h u nt er p at h o p h y si ol o gi s c h e n B e di n g u n g e n 
d a g e g e n ä n d er n k a n n ( R h al e b et al., 2 0 1 1). D a s S y st e m w ur d e 1 9 0 9 vo n A b el o u s u n d 
B ar di er d ur c h di e F e st st ell u n g, d a s s di e I nj e kti o n v o n Uri n (r ei c h a n Ki ni n e n) z u ei n er 
R e d u zi er u n g d e s Bl ut dr u c k s f ü hrt e, e nt d e c kt ( A b el o u s & B ar di er, 1 9 0 9; S u, 2 0 1 4) . J e d o c h 
w ur d e er st 1 9 3 0 Ki ni n o g e n i m Uri n i d e ntifi zi ert. Ki ni n e w er d e n a u s Ki ni n o g e n e n d ur c h 
v er s c hi e d e n e E n z y m e ( Ki ni n o g e n a s e n) g e bil d et. I m K K S wir d Br a d y ki ni n ( Ki ni n) d ur c h 
K alli kr ei n ( a u s d e m G e w e b e o d er Pl a s m a) a u s Ki ni n o g e n pr o d u zi ert ( S u, 2 0 1 4). N e be n d er 
G e n eri er u n g v o n Br a d y ki ni n i st K alli kr ei n a u c h i n d er L a g e, Pr or e ni n z u R e ni n u m z u w a n d el n 
u n d gr eift s o mit dir e kt i n s R A A S ei n ( Br y a nt & S h ari at -M a d ar, 2 0 0 9) . Br a d y ki ni n wir d d ur c h 
Ki ni n a s e n s c h n ell z u i n a kti v e n P e pti d e n m et a b oli si ert. A C E ( a u c h b e k a n nt al s Ki ni n a s e  II) 
i st i n d er L a g e, Br a d y ki ni n z u i n a kti vi er e n, i n d e m e s di e s e s i n i na kti v e Pr o d u kt e s p alt et. D a 
Br a d y ki ni n i m All g e m ei n e n i m G e w e b e s y nt h eti si ert wir d, i st d e r A nt eil a n Br a d y ki ni n i m 
G e w e b e h ö h er al s i m Bl ut , d a e s er st d ur c h di e Fr ei s et z u n g a u s d e m G e w e b e zir k uli ert ( S u, 
2 0 1 4) . Br a d y ki ni n wir kt nor m al er w ei s e ü b er z w ei v er s c hi e d e n e G -Pr ot ei n -g e k o p p elt e 
R e z e pt or e n ( Br a d y ki ni n R e z e pt or 1 ( B 1 -R e z e pt or ) u n d Br a d y ki ni n R e z e pt or 2 ( B 2 -
R e z e pt or )). D er B 1 -R e z e pt or  i st i m Ge w e b e l e di gli c h g eri n g o d er g ar ni c ht e x pri mi ert, wir d 
j e d o c h z. B. w ä hr e n d I nfl a m m ati o n o d er V erl et z u n g v o m G e w e b e h o c hr e g uli ert . D er B 2 -
R e z e pt or  v er mitt elt di e m ei st e n Eff e kt e v o n Br a d y ki ni n u n d i st s o mit d e s s e n H a u ptr e z e pt or 
( R h al e b et al., 2 0 1 1). B ei d e R e z e pt or e n b e wir k e n ei n e Fr ei s et z u n g v o n N O i n 
E n d ot h el z ell e n. Ü b er d e n B 2 -R e z e pt or  w er d e n n o c h z u s ät zli c h v er s c hi e d e n e 
V a s o dil at at or e n, wi e z. B. Pr o st a gl a n di n  I2  ( Pr o st a c y cli n, P GI2 ), g e bil d et. Br a d y ki ni n s e n kt 
d e m n a c h d e n Bl ut dr u c k, wir d a b er d ur c h A C E s c h n ell a b g e b a ut, s o d a s s di e 
v a s o dil ati er e n d e Wir k u n g v erl or e n g e ht ( Br y a nt & S h ari at-M a d ar, 2 0 0 9; M aj u m d er & W u, 
2 0 1 5) . Z wi s c h e n d e m K K S u n d d e m R A A S gi bt e s v er s c hi e d e n e S c h nitt st ell e n, b ei d e n e n 
di e S y st e m e z u s a m m e n wir k e n ( A b bil d u n g 1 .5 ). Di e Ki ni n e  s c h ei n e n,  wi e b er eit s er w ä h nt , 
ni c ht e nt s c h ei d e n d f ür di e R e g ul ati o n d e s Bl ut dr u c k s o d er g ar n ot w e n di g f ür di e 
E nt wi c kl u n g v o n Bl ut h o c h dr u c k z u s ei n. A u c h w e n n di e D at e nl a g e wi d er s pr ü c hli c h i st, 
s c h ei nt e s, d a s s ei n e Bl o c k a d e d e s K K S k ei n e n Bl ut h o c h dr u c k z ur F ol g e h at ( R h al e b et al., 
2 0 1 1) . 
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A b bil d u n g 1 .5 :  D ar st ell u n g d er b ei d e n S y st e m e  K K S u n d R A A S  z ur R e g uli er u n g d e s 
Bl ut dr u c k s  ( m o difi zi e rt n a c h M aj u m d er & W u, 2 0 1 5)  
 
1. 3  B e h a n dl u n g v o n Bl ut h o c h dr u c k  
E s gi bt v er s c hi e d e n e M ö gli c h k eit e n, d e n Bl ut dr u c k z u r e g uli er e n b z w. z u r e d u zi er e n. 
P ati e nt e n mit Bl ut h o c h dr u c k  bi s 1 7 9 /1 0 9  m m  H g  u n d ≤  z w ei  Ri s i k of a kt or e n ( z. B. 
G e s c hl e c ht, Alt er, Ü b er g e wi c ht, R a u c h e n) o d er Pr ä h y p ert o ni k er n wir d z u n ä c h st ei n e 
L e b e n s stil ä n d er u n g e m pf o hl e n  ( M a n ci a et al., 2 0 1 3). La ut d e m 7. B eri c ht d e s J oi nt N ati o n al 
C o m mitt e e  J N C  7  s c hli e ßt d a s ei n e r e d u zi ert e N atri u m a uf n a h m e ( w e ni g er al s 2, 4  g / T a g), 
s p ortli c h e B et äti g u n g ( vi er T a g e i n d er W o c h e mi n d. 3 0 mi n), ei n e R e d u zi er u n g d e s 
Al k o h ol k o n s u m s, ei n e  G e wi c ht s n or m ali si er u n g u n d ei n e R e d u zi er u n g v o n b e sti m mt e n 
L e b e n s mitt el n ( g e s ätti gt e F ett s ä ur e n, C h ol e st eri n) ei n. A u ß er d e m s ollt e g e n er ell a uf ei n e 
g e s u n d e u n d a u s g e w o g e n e Er n ä hr u n g g e a c ht et w er d e n ( C ho b a ni a n et al., 2 0 0 3; W e xl er &  
A ur k er m a n, 2 0 0 6) . 
F all s ei n e V er ä n d er u n g d e s L e b e n s stil s j e d o c h ni c ht  a u sr ei c h e n d i st, u m d e n Bl ut dr u c k 
a k z e pt a b el z u s e n k e n ( <  1 4 0/ 9 0  m m  H g), gi bt e s v er s c hi e d e n e M ö gli c h k eit e n, di e s e n 
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m e di k a m e nt ö s z u b e h a n d el n. L a ut E S H/ E S C -L eitli ni e n  gi bt e s  f ür d a s M a n a g e m e nt d er 
art eri ell e n  H y p ert o ni e  f ü nf  gr o ß e  S u b st a n z kl a s s e n  ( Di ur et i k a,  B et a bl o c k er, 
C al ci u m a nt a g o ni st e n, A C E -I n hi bit or e n u n d A T1 -R e z e pt or bl o c k er), w el c h e al s M o n o - o d er 
K o m bi n ati o n st h er a pi e ei n g e s et zt w er d e n k ö n n e n ( M a n cia et al., 2 0 1 3) . Hi er b ei k o m mt 
M e di k a m e nt e n, di e ü b er  d a s R A A S a uf ei n e Bl ut dr u c k n or m ali si er u n g wir k e n, ei n e 
b e s o n d er e B e d e ut u n g z u, w o b ei i n n er h al b d e s R A A S  a n v er s c hi e d e n e n St ell e n 
p h ar m a k ol o gi s c h ei n g e griff e n w er d e n  k a n n . B er eit s di e Bil d u n g u n d Fr ei s et z u n g v o n R e ni n 
k a n n mitt el s R e ni n -I n hi bit or e n bl o c ki ert w er d e n. W eit er hi n i st e s m ö gli c h, di e U m w a n dl u n g 
v o n A n g  I z u A n g II mitt el s A C E-I n hi bit or e n z u h e m m e n. S c hli e ßli c h k a n n di e Bi n d u n g d e s 
g e bil d et e n A n g  II a n d e n A T1 -R e z e pt or mit A T 1 -R e z e pt or bl o c k er n  v er hi n d ert w er d e n. 
Z u d e m gi bt e s s el e kti v e Al d o st er o n -R e z e pt or A g o ni st e n, w el c h e  di e Wir k u n g v o n 
Al d o st er o n mi ni mi er e n. B e s o n d er s A C E -I n hi bit or e n u n d A T1 -R e z e pt or bl o c k er si n d ni c ht n ur 
b ei d er T h er a pi e v o n Bl ut h o c h dr u c k b e w ä hrt, s o n d er n w er d e n u mf a n gr ei c h  z. B. a u c h b ei 
d er B e h a n dl u n g v o n H er zi n s uffi zi e n z,  n a c h M y o k ar di nf ar kt e n u n d b ei H er z -R e m o d eli n g 
ei n g e s et zt ( Z a m a n et al., 2 0 0 2).  
D a ei n S c h w er p u n kt d er Ar b eit a uf d er A C E -h e m m e n d e n A kti vit ät v o n P e pti d e n li e gt u n d 
A C E -I n hi bit or e n a u c h er st e W a hl b ei d er T h er a pi e v o n Bl ut h o c h dr u c k si n d, wir d i m w eit er e n 
A b s c h nitt g e n a u er a uf di e Wir k u n g v o n s y nt h et i s c h e n A C E-I n hi bit or e n ei n g e g a n g e n. 
1. 3. 1  S y nt h eti s c h e A C E -I n hi bit or e n 
Di e er st e n A C E -h e m m e n d e n P e pti d e w ur d e n b er eit s i n d e n 6 0 er J a hr e n a u s d e m Gift d er 
br a sili a ni s c h e n S c hl a n g e B ot hr o p s j ar ar a c a  i s oli ert ( F err eir a, 1 9 6 5). D o c h er st d ur c h di e 
Str u kt ur a uf kl är u n g d er a kti v e n D o m ä n e n d e s A C E u n d d e m D e si g n v o n p ot e nti ell e n 
H e m m st off e n w ur d e C a pt o pril al s er st er or al er A C E -I n hi bit or s y nt h eti si ert ( O n d etti et al., 
1 9 7 7) . Mittl er w eil e gi bt e s n e b e n C a pt o pril vi el e v er s c hi e d e n e A C E-I n hi bit or e n, w el c h e 
t h er a p e uti sc h ei n g e s et zt w er d e n ( z. B. E n al a pril, Li si n o pril o d er R a mi pril) ( Z a m a n et al., 
2 0 0 2) . 
A C E -I n hi bit or e n wir k e n d ur c h i hr e r e v er si bl e Bi n d u n g a n di e a kti v e n D o m ä n e n v o n A C E 
u n d v er hi n d er n di e Bi n d u n g v o n S u b str at e n u n d d a mit d er e n S p alt u n g ( Z a m a n et al., 2 0 0 2). 
Di e m ei st e n A C E -I n hi bit or e n w ei s e n di e gl ei c h e Gr u n d str u kt ur a uf. Si e u nt er s c h ei d e n si c h 
j e d o c h i n i hr e n f u n kti o n ell e n Li g a n d e n, w el c h e W e c h s el wir k u n g e n mit d e n a kti v e n 
D o m ä n e n d e s A C E ei n g e h e n, i n d e m di e s e u nt er a n d er e m  i m a kti v e n Z e ntr u m d a s Zi n k-I o n 
bi n d e n k ö n n e n. B ei d e n f u n kti o n ell e n Li g a n d e n h a n d elt e s si c h e nt w e d er u m ei n e 
S ulf h y dr yl gr u p p e ( C a pt o pril), ei n e P h o s p h or yl gr u p p e ( F o si n o pril) o d er m ei st u m ei n e 
C ar b o x yl gr u p p e ( z. B. Li si n o pr il, E n al a pril) ( W hit e, 1 9 9 8; Pi e p h o, 2 0 0 0). D ur c h di e 
v er s c hi e d e n e n Li g a n d e n k ö n n e n si c h di e A C E -I n hi bit or e n i n i hr e n p h ar m a k o ki n eti s c h e n 
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Ei g e n s c h aft e n , wi e d er D a u er d er A C E-H e m m u n g, A b s or pti o n, H al b w ert s z eit i m S er u m, 
Pr ot ei n bi n d u n g u n d m et a b oli s c h er Di s p o siti o n u nt er s c h ei d e n ( T a b ell e 1 .2 ) ( Z a m a n et al., 
2 0 0 2) .  
T a b ell e 1 .2 :  P h ar m a k o ki n eti s c h e Ei g e n s c h aft e n v o n a u s g e w ä hlt e n s y nt h eti s c h e n A C E -
I n hi bit or e n ( m o difi zi ert n a c h Z a m a n et al., 2 0 0 2)  
A C E -I n hi bit or 
M a xi m u m 
h y p ot e n si v er 
Eff e kt ( h)  
Pr ot ei n bi n -
d u n g ( %)  
S er u m 
H al b w ert s z eit 
( h) 
Eli mi ni er u n g  
C a pt o pril  1 -1, 5  2 5 -3 0  < 2  Ni er e  
Li si n o pril  6  1 0  1 3  Ni er e  
E n al a pril  4 -6  5 0  1 1  Ni er e  
F o si n o pril  2 -6  9 5  1 1  Ni er e u n d  L e b er  
R a mi pril  3 -6  7 3  1 3 -1 7  Ni er e  
 
G e n er ell k ö n n e n di e A C E -I nhi bit or e n i n z w ei Gr u p p e n u nt ert eilt w er d e n. Z u m ei n e n gi bt e s 
S u b st a n z e n di e dir e kt al s A C E -I n hi bit or e n wir k e n wi e b ei s pi el s w ei s e C a pt o pril u n d 
Li si n o pril. W ä hr e n d E n al a pril u n d R a mi pril z u d e n s o g e n a n nt e n Pr o dr u g s  z ä hl e n. D a s 
b e d e ut et, d a s s di e s e i n ei n er i n a kti v e n m ei st v er e st ert e n F or m v orli e g e n u n d er st n a c h d er 
M et a b oli si er u n g i n d er L e b er z u wir k s a m e n A C E -I n hi bit or e n h y dr oli si ert w er d e n ( W hit e, 
1 9 9 8) .   
A C E -I n hi bit or e n si n d S u b st a n z e n d er er st e n  W a hl b ei d er T h er a pi e v o n B l ut h o c h dr u c k 
( B a d er, 2 0 1 0), a b er a u c h b ei d er B e h a n dl u n g v o n H er zi n s uffi zi e n z, di a b eti s c h er 
N e p hr o p at hi e o d er li n k s v e ntri k ul är er D y sf u n kti o n w er d e n si e ei n g e s et zt. R a n d o mi si ert e 
k o ntr olli ert e St u di e n z ei gt e n, d a s s d ur c h G a b e v o n A C E -I n hi bit or e n ein e V er mi n d er u n g d er 
M or bi dit ät u n d M ort alit ät d ur c h H er z -Kr ei sl a uf -Er kr a n k u n g e n b ei P ati e nt e n mit H y p ert o ni e, 
li n k s v e ntri k ul är er D y sf u n kti o n n a c h M y o k ar di nf ar kt, H er zi n s uffi zi e n z u n d at h er o s kl er oti s c h 
b e di n gt e n H er z -Kr ei sl a uf -Er kr a n k u n g e n m ö gli c h i st ( Z a m a n et al., 2 0 0 2). Ei n e M et a a n al y s e 
v o n vi er  r a n d o mi si ert e n Pl a c e b o-k o ntr olli ert e n St u di e n a n  i n s ge s a mt 1 2. 1 2 4 P ati e nt e n 
( m ei st mit k or o n ar er H er z er kr a n k u n g) z ei gt e ei n e R e d u kti o n v o n S c hl a g a nf äll e n u m 3 0  %, 
v o n k or o n ar e n H er z er kr a n k u n g e n u m 2 0  % u n d v o n k ar di o v a s k ul är e n Er ei g ni s s e n ( z. B. 
M y o k ar di nf ar kt) u m 2 1  % d ur c h di e G a b e v o n A C E -I n hi bit or e n ( N e al et al., 2 0 0 0). I n ei n er 
w eit er e n St u di e mit ü b er 9. 0 0 0 H o c h -Ri si k o p ati e nt e n  ( V orli e g e n ei n er G ef ä ß er kr a n k u n g 
o d er Di a b et e s + ei n e m w eit er e n k ar di o v a s k ul är e m Ri si k of a kt or) , i n d er d e n T eil n e h m er n 
ü b er f ü nf J a hr e R a mi pril ( 1 0  m g/ T a g) o d er ei n Pl a c e b o v er a br ei c ht  w ur d e, tr at e n  
si g nifi k a nt e R e d u kti o n e n  v o n  M ort alit ät sr at e, M y o k ar di nf ar kt, S c hl a g a nf all  o d er d ur c h 
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Di a b et e s b e di n gt e K o m pli k ati o n e n b ei Ei n n a h m e v o n R a mi pril i m V er gl ei c h z u Pl a c e b o a uf 
( Y u s uf et al., 2 0 0 0). D er Ei n s at z v o n A C E -I n hi bit or e n h at d e m n a c h n e b e n ei n er 
Bl ut dr u c kr e g uli er u n g w eit er e V ort eil e. S o z ei gt e n P ati e nt e n, w el c h e dir e kt n a c h ei n e m 
a k ut e n M y o k ar di nf ar kt A C E -I n hi bit or e n er hi elt e n , ei n e si g nifi k a nt ni edri g er e M ort alit ät sr at e, 
ei n e v erri n g ert e E nt wi c kl u n g v o n H er z v er s a g e n u n d ei n e R e d u kti o n d er R e -I nf ar ktr at e. 
A u ß er d e m w ur d e n i n di e s er St u di e e b e n s o p o siti v e A u s wir k u n g e n a uf d a s v e ntri k ul är e 
R e m o d eli n g er mitt elt ( D e M ell o & Fr o hli c h, 2 0 1 4). Ei ni g e s w ei st d ar a uf hi n, d a s s d er p o siti v e 
Eff e kt v o n A C E -I n hi bit or e n a u c h d ur c h Ki ni n e ( Br a d y ki ni n bl ei bt i n s ei n er a kti v e n F or m 
er h alt e n ) v er mitt elt s ei n k a n n. B ei m M y o k ar di nf ar kt o d er b ei d er H er zi n s uffi zi e n z s pi el e n 
Ki ni n e, d ur c h d er e n sti m uli er e n d e Wir k u n g a uf di e N O -Pr o d u kti o n, f ür di e V er mittl u n g vi el e r 
p o siti v e r Eff e kt e v o n A C E -I n hi bit or e n ei n e R oll e ( R h al e b et al., 2 0 1 1). 
D e n n o c h h a b e n p h ar m a k ol o gi s c h e A C E -I n hi bit or e n a u c h er h e bli c h e N e b e n wir k u n g e n. Di e 
b er eit s er w ä h nt e A nr ei c h er u n g v o n Br a d y ki ni n wir d f ür vi el e d er N e b e n wir k u n g e n, wi e 
tr o c k e n er H u st e n o d er di e Bil d u n g v o n A n gi o ö d e m e n  ( G a b b et al., 1 9 9 6) v er a nt w ortli c h 
g e m a c ht ( Z am a n et al., 2 0 0 2; Wij e s e k ar a &  Ki m, 2 0 1 0) . Ei n w eit er er P u n kt i st, d a s s A C E-
I n hi bit or e n ni c ht w ä hr e n d d er S c h w a n g er s c h aft o d er b ei Fr a u e n, di e b e a b si c hti g e n 
s c h w a n g er z u w er d e n, z ur Bl ut dr u c k s e n k u n g ei n g e s et zt w er d e n d ürf e n, w eil di e s e di e f et al e 
E nt wi c kl u n g d e s Ki n d e s n a c ht eili g b e ei nfl u s s e n ( C h o b a ni a n et al., 2 0 0 3) . B ei S ä u gli n g e n, 
w el c h e l e di gli c h i m er st e n Tri m e st er ei n er f et al e n E x p o siti o n v o n A C E -I n hi bit or e n 
a u s g e s et zt w ar e n, w ur d e ei n er h ö ht e s Ri si k o z ur A u s pr ä g u n g v o n k o n g e nit al e n 
F e hl bil d u n g e n f e st g e st ellt ( C o o p er et al., 2 0 0 6). Da s R A A S h at ei n e gr o ß e  B e d e ut u n g f ür 
di e e m br y o n al e Ni er e nf u n kti o n, w a s si c h a n d e n dr a m ati s c h e n F ol g e n z ei gt, w el c h e d ur c h 
di e G a b e v o n A C E -I n hi bit or e n w ä hr e n d d er S c h w a n g er s c h aft a uftr et e n k ö n n e n ( Mi c h a u d 
et al., 2 0 1 4) . S o s c h ei n e n di e n e g ati v e n Eff e kt e f ür di e f et al e E nt wi c kl u n g d ur c h A C E-
I n hi bit or e n i n d er s p ät e n S c h w a n g er s c h aft ( 2-3  Tri m e st er) n o c h d e utli c h er z u s ei n u n d 
k ö n n e n si c h z. B. i n Ni er e n v er s a g e n, ei n er Ni er e n d y s pl a si e, ei n er r e n al e n t u b ul är e n 
D y s g e n e si e, ei n er U nt er e nt wi c kl u n g d er S c h ä d el d e c k e u n d d er L u n g e, ei n er 
Oli g o h y dr a m ni o n ( v er mi n d ert e Fr u c ht w a s s er m e n g e), ei n er A n ur i e, ei n er H y p ot e n si o n 
s o wi e al s Fr u c htt o d  (f et al) o d er T o d k ur z n a c h G e b urt  ä u ß er n ( B utt ar, 1 9 9 7; Q u a n, 2 0 0 6). 
Ei ni g e d er F e hl bil d u n g e n s c h ei n e n d ur c h ei n e s c h w er e H y p ot o ni e u n d ei n e r e n al e 
H y p o p erf u si o n b e di n gt z u s ei n ( Q u a n, 2 0 0 6; Mi c h a u d et al., 2 0 1 4).  
Wi e b e s c hri e b e n h a b e n A C E -I n hi bit or e n n e b e n d er S e n k u n g d e s Bl ut dr u c k s a u c h a n d er e 
er w ü n s c ht e Eff e kt e. D e n n o c h gi bt e s v er s c hi e d e n e B er ei c h e, i n d e n e n ei n e G a b e v o n A C E -
I n hi bit ore n a uf Gr u n d d er N e b e n wir k u n g e n k o ntr ai n di zi ert i st. A u s di e s e m Gr u n d i st e s 
n ot w e n di g, i n n o v ati v e u n d si c h er er e A C E -I n hi bit or e n z u e nt wi c k el n, w el c h e v or all e m i n d er 
Pr ä v e nti o n, a b er a u c h z u s ät zli c h z ur B e h a n dl u n g v o n Bl ut h o c h dr u c k ei n g e s et zt w er d e n 
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k ö n n e n. V o n b e s o n d er e m I nt er e s s e  si n d hi er n at ürli c h e A C E -I n hi bit or e n, wi e z. B. bi o a kti v e 
P e pti d e u n d Pr ot ei n e.  
1. 4  Bi o a kti v e P e pti d e  
1. 4. 1  All g e m ei n  
Bi o a kti v e P e pti d e si n d u nt er a n d er e m i n d er S e q u e n z v o n N a hr u n g s mitt el pr ot ei n e n 
e nt h alt e n u n d k ö n n e n ei n e p h y si ol o gi s c h e Wir k u n g a uf d e n K ör p er h a b e n. Di e P e pti d e 
h a b e n m ei st ei n e Gr ö ß e z wi s c h e n 2 -5 0  A mi n o s ä ur e n ( Wij e s e k ar a & Ki m, 2 0 1 0; H er n á n d e z -
L e d e s m a et al., 2 0 1 1) . Si e k ö n n e n e n z y m ati s c h w ä hr e n d d er g a str oi nt e sti n al e n V er d a u u n g, 
d er F er m e nt ati o n o d er b ei d er L e b e n s mitt el v er a r b eit u n g fr ei g e s et zt w er d e n ( Wij e s e k ar a & 
Ki m, 2 0 1 0) . E s k a n n j e d o c h a u c h ei n e g e zi elt e e n z y m ati s c h e H y dr ol y s e z ur E nt st e h u n g v o n 
bi o a kti v e n P e pti d e n a u s N a hr u n g s mitt el pr ot ei n e n g e n ut zt w er d e n. F all s di e S e q u e n z d er 
P e pti d e b e k a n nt i st, k ö n n e n di e s e a u c h mitt el s c h e mi s c h er S y nt h e s e o d er r e k o m bi n a nt 
d ur c h D e s o x yri b o n u kl ei n s ä ur e ( D N A) -T e c h n ol o gi e h er g e st ellt w er d e n ( H er n á n d e z-
L e d e s m a et al., 2 0 1 1) . E s gi bt ei n e Vi el z a hl v o n bi o a kti v e n P e pti d e n mit g a n z 
u nt er s c hi e dli c h e n z. B. a nti mi kr o bi ell e n ( B atti s o n et al., 2 0 0 8), a ntit hro m b oti s c h e n o d er 
a nti o xi d ati v e n ( K hi ari et al., 2 0 1 4) Ei g e n s c h aft e n. Bi o a kti v e P e pti d e, w el c h e di e wi c hti g e n 
Pr o z e s s e i m K ör p er wi e d a s H er z -Kr ei sl a u f-, V er d a u u n g s-, H or m o n- o d er I m m u n s y st e m 
b e ei nfl u s s e n k ö n n e n, si n d G e g e n st a n d a kt u ell er F or s c h u n g e n. B e s o n d er s A C E -
h e m m e n d e P e pti d e st e h e n hi er b ei i m F o k u s u n d i m W eit er e n wir d a uf di e s e P e pti d e 
g e n a u er ei n g e g a n g e n.  
1. 4. 2  A C E -h e m m e n d e P e pti d e   
Bi o a kti v e P e pti d e  mit a nti h y p ert e n si v er A kti vit ät wir k e n h a u pt s ä c hli c h ü b er di e H e m m u n g 
d e s A C E ( M aj u m d er & W u, 2 0 1 5) . I n v er s c hi e d e n e n N a hr u n g s mitt el pr ot ei n e n, wi e z. B. a u s 
Fi s c h, Ei o d er pfl a n zli c h e n Pr ot ei n e n, k o n nt e n A C E -h e m m e n d e P e pti d e i d e ntifi zi ert w er d e n 
( S hi n et al., 2 0 0 1; Mi g u el et al., 2 0 05; B alti et al., 2 0 1 5) . J e d o c h si n d b e s o n d er s 
Mil c h pr ot ei n e r ei c h a n A C E -h e m m e n d e n P e pti d e n ( Fit z Ger al d &  M ei s el, 2 0 0 0) . E s si n d 
b er eit s f er m e nti ert e Mil c h pr o d u kt e al s G etr ä n k e a uf d e m j a p a ni s c h e n M ar kt ( Pr o d u kt 
C al pi s ® ) un d i n Fi n nl a n d ( Pr o d u kt E v ol u s ® ) er h ältli c h, w el c h e di e b ei d e n b e k a n nt e st e n 
a nti h y p ert e n si v e n P e pti d e V P P u n d  I P P e nt h alt e n ( H er n á n d e z-L e d e s m a et al., 2 0 1 1) . F ür 
di e P e pti d e V P P u n d I P P k o n nt e n i n vitr o I C5 0 -W ert e v o n 9  µ M b z w. 5  µ M b e sti m mt w er d e n 
( N a k a m ur a et al., 1 9 9 5). D er I C5 0 -W ert b e s c hr ei bt di e I n hi bit or -K o n z e ntr ati o n, w el c h e 
b e n öti gt wir d, u m di e E n z y m a kti vit ät z u 5 0 % z u  h e m m e n.  Hi er b ei w ei st e i n P e pti d mit ei n e m 
ni e dri g e n I C 5 0 -W ert ei n h o h e s H e m m p ot e n zi al a uf ( h o h e Affi nit ät z ur Bi n d u n g s st ell e d e s z u 
Ei nl eit u n g  
 
1 5  
h e m m e n d e n Pr ot ei n s).  I n T a b ell e 1 .3  si n d n o c h w eit er e  tr y pt o p h a n-, t yr o si n- u n d 
pr oli n h alti g e P e pti d e g eli st et, w el c h e ei n e n ni e dri g e n  in vitr o  b e sti m mt e n I C 5 0 -W ert 
a uf w ei s e n .  
T a b ell e 1 .3 :  A C E -H e m m u n g i n vit r o v o n t r y pt o p h a n-, t yr o si n- u n d pr oli n h alti g e n P e pti d e n  
P e pti d s e q u e n z  I C5 0  ( µM)  R ef er e n z  
A W  1 0  C h e u n g et al., 1 9 8 0  
G W  3 0  C h e u n g et al., 1 9 8 0  
I P P 5  N a k a m ur a et al., 1 9 9 5  
I W 0, 7  M arti n et al., 2 0 0 8  
I Y 6, 1  S at o et al., 2 0 0 2  
L W  2 3, 6  S at o et al., 2 0 0 2  
R W  1 6  C h e u n g et al., 1 9 8 0  
V P P  9  N a k a m ur a et al., 1 9 9 5  
V W  1, 6  C h e u n g et al., 1 9 8 0  
V Y  2 2  C h e u n g et al., 1 9 8 0  
W L  1 0  M arti n et al., 2 0 0 8  
W Y  3 8, 3  H er n á n d e z -L e d e s m a et al., 2 0 0 7  
 
A b g e s e h e n v o n ei n er Wir k u n g i n vitr o i st b e s o n d er s e nt s c h ei d e n d, d a s s a u c h i n 
v er s c hi e d e n e n i n vi v o St u di e n s o w o hl a m Ti er al s a u c h a m M e n s c h e n g e z ei gt w er d e n 
k o n nt e, d a s s A C E -h e m m e n d e P e pti d e a u s N a hr u n g s mitt el pr ot ei n e n n a c h or al er o d er 
i ntr a v e n ö s er G a b e i n d er L a g e si n d, d e n Bl ut dr u c k si g nifi k a nt z u s e n k e n ( S hi n et al., 2 0 0 1; 
Mi g u el et al., 2 0 0 5; B o el s m a &  Kl o e k, 2 0 1 0) . I n v er s c hi e d e n e n St u di e n mit R att e n ( Si p ol a 
et al., 2 0 0 2; J a u hi ai n e n et al., 2 0 0 5)  u n d i n H u m a n st u di e n ( S e p p o et al., 2 0 0 3; Ci c er o et 
al., 2 0 1 3)  z ei gt e n f er m e nti ert e Mil c h pr o d u kt e, w el c h e di e b er eit s er w ä h nt e n P e pti d e V P P 
u n d I P P e nt hi elt e n, ei n e n bl ut dr u c k s e n k e n d e n Eff e kt. Ei n w eit er e s Tri p e pti d (I R W), w el c h e s 
n a c h d er e n z y m ati s c h e n H y dr ol y s e d e s Ei w ei ß pr ot ei n s  O v otr a n sf erri n fr ei g e s et zt w ur d e, 
z ei gt e ei n e A C E -h e m m e n d e A kti vit ät i n vi v o v er k n ü pft mit ei n er si g nifi k a nt e n S e n k u n g d e s 
Bl ut dr u c k s i n s p o nt a n h y p ert e n si v e n  R att e n  (S H R ) b ei or al er G a b e ü b er 1 8 T a g e ( 1 5 m g/ k g 
K ör p er g e wi c ht ( K G)) i m V er gl ei c h z ur K o ntr ol l e ( M aj u m d er et al., 2 01 3) . A u c h d a s P e pti d 
T Q V Y, w el c h e s a u s d e m mit d e m E n z y m Al c al a s e h y dr oli si ert e n R ei s pr ot ei n i s oli ert w er d e n 
k o n nt e f ü hrt e i n vi v o ( 3 0 m g/ k g K G) z u ei n e m  a nti h y p ert e n si v e n Eff e kt. B ei d er B e h a n dl u n g 
v o n S H R  r e s ulti ert e ei n e si g nifi k a nt e R e d u zi er u n g d e s Blut dr u c k s  v o n bi s z u  et w a s y st oli s c h 
4 0  m m  H g b ei ei n m ali g er or al er V er a br ei c h u n g ( Li et al., 2 0 0 7). A u s di e s e m Gr u n d k ö n nt e n 
P e pti d e mit a nti h y p ert e n si v er Wir k u n g ei n e eff e kti v e A n w e n d u n g al s f u n kti o n ell e s 
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L e b e n s mitt el d ar st ell e n, u m pr ä v e nti v Bl ut h o c h dr u c k e nt g e g e n z u wir k e n o d er di e 
E nt wi c kl u n g v o n Bl ut h o c h dr u c k hi n a u s z u z ö g er n.   
Str u kt ur ell s c h ei n e n v er z w ei gt k etti g e A mi n o s ä ur e n (I s ol e u ci n u n d L e u ci n) o d er a b er 
C y st ei n u n d Gl y ci n a m N -T er mi n u s u n d Pr oli n, T yr o si n, Tr y pt o p h a n, Ar gi ni n, P h e n yl al a ni n 
o d er L y si n a m C -T er mi n u s b e s o n d er s g ü n sti g f ür  ei n e A C E -H e m m u n g z u s ei n (C h e u n g et 
al., 1 9 8 0; K o b a y a s hi et al., 2 0 0 8; N o n g o ni er m a &  Fit z G er al d, 2 0 1 5) . G e n er ell z ei gt e n 
tr y pt o p h a n-, t yr o si n- u n d pr oli n h alti g e P e pti d e i n vitr o u n d i n vi v o s e hr g ut e A C E -h e m m e n d e 
Ei g e n s c h aft e n ( C h e u n g et al., 1 9 8 0; M arti n et al., 2 0 0 8, 2 0 1 5; M aj u m d er et al., 2 0 1 3). 
B e s o n d er s d a s Di p e pti d I W z ei gt ei n e n st ar k e n Eff e kt mit ei n e m I C 5 0 -W ert v o n 0, 7  µ M, 
w el c h er b e s s er i st, al s di e I C 5 0 -W ert e d er b er eit s h ä ufi g kli ni s c h u n d pr ä v e nti v ei n g e s et zt e n 
P e pti d e I P P u n d V P P ( T a b ell e 1 .3 ). A u s di e s e m Gr u n d s oll i m f ol g e n d e n A b s c h nitt a uf d a s 
A C E -h e m m e n d e  Di p e pti d I W g e n a u er ei n g e g a n g e n w er d e n.   
1. 4. 3  Is ol e u ci n -Tr y pt o p h a n  
D a s Di p e pti d I W ( A b bil d u n g 1 .6 ), w el c h e s i n d er S e q u e n z d e s b o vi n e n M ol k e n pr ot ei n α -
L a ct al b u mi n v orli e gt, w ur d e , wi e b er eit s er w ä h nt, mit ei n e m i n vitr o I C5 0 -W ert v o n 0, 7  µ M 
al s ei n e s d er st är k st e n A C E -h e m m e n d e n P e pti d e a u s N a hr u n g s mitt el n i d e ntifi zi ert ( M arti n 
et al., 2 0 0 8) , w o d ur c h I W ä u ß er st attr a kti v f ür ei n e m ö gli c h e Wir k u n g i n vi v o er s c h ei nt.  
 
A b bil d u n g 1 .6 :  St r u kt u r  v o n I W  
 
In S H R  w ur d e d er Ei nfl u s s ei n er 1 4 -w ö c hi g e n or al e n A p pli k ati o n v o n I W ( 1 9  m g/ k g K G pr o 
T a g), ei n e s I W -h alti g e n M ol k e n pr ot ei n h y dr ol y s at s ( H Y D) ( 7 7 0  m g/ k g K G pr o T a g 
e nt s pr e c h e n d 3  m g I W/ g H y dr ol y s at), d e s i nt a kt e n M ol k e n pr ot ei n s ( W pr ot) ( 7 7 0  m g/ k g K G 
pr o T a g) u n d d e s s y nt h eti s c h e n A C E -I n hi bit ors C a pt o pril ( 6 9  m g/ k g K G pr o T a g, 
P o siti v k o ntr oll e) i m V er gl ei c h z u  ei n e r Pl a c e b o gr u p p e a uf di e alt er s a b h ä n gi g e 
p at h ol o gi s c h e Er h ö h u n g d e s s y st oli s c h e n Bl ut dr u c k s i n S H R u n d di e A C E -A kti vit ät 
u nt er s u c ht. I m V er s u c h s z eitr a u m tr at ei n e si g nifi k a nt e S e n k u n g d e s s y st oli s c h e n 
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Bl ut dr u c k s i n d e n S H R b e i G a b e v o n C a pt o pril, I W u n d d e s M ol k e n pr ot ei n h y dr ol y s at s i m 
V er gl ei c h z ur Pl a c e b o gr u p p e  u n d z ur Gr u p p e, di e d a s i nt a kt e M ol k e n pr ot ei n er hi elt, a uf  
(A b bil d u n g 1 .7 ). F ür ei n e eff e kti v e Wir k u n g i n vi v o i st e s d e m n a c h n öti g, d a s M ol ke n pr ot ei n 
v or d er Ei n n a h m e e n z y m ati s c h z u h y dr oli si er e n, d a mit di e A C E -h e m m e n d e n P e pti d e i hr e 
H e m m wir k u n g e ntf alt e n k ö n n e n  ( M arti n et al., 2 0 1 5). 
 
A b bil d u n g 1 .7 :  E nt wi c kl u n g d e s s y st oli s c h e n Bl ut dr u c k s v o n S H R w ä hr e n d ei n e r 1 4 -
w ö c hi g e n or al e n A p pli k ati o n v o n I W, d e s M ol k e n pr ot ei n h y d r ol y s at s ( H Y D), 
d e s i nt a kt e n M ol k e n pr ot ei n s ( W pr ot) u n d d e s s y nt h eti s c h e n A C E -I n hi bit ors 
C a pt o pril ( C A P) i m V er gl ei c h z u m Pl a c e b o ( M arti n et al., 2 0 1 5)   
 
D er a nti h y p ert e n si v e Eff e kt v o n I W w u rd e  mit ei n er v erri n g ert e n A C E -A kti vit ät i m Pl a s m a 
s o wi e  i n d er A ort a u n d ei n er Mi ni mi er u n g d e s m y o k ar di al e n R e m o d eli n g s a s s o zii ert ( M arti n 
et al., 2 0 1 5) .  
D o c h ni c ht n ur i n vitr o u n d i m Ti er m o d e ll k o n nt e di e Wir k s a m k eit v o n I W d e m o n stri ert 
w er d e n. V o n b e s o n d er e m I nt er e s s e i st v or all e m di e Wir k s a m k eit b ei m  M e n s c h e n  i m 
Hi n bli c k a uf ei n e  p er s p e kti vi s c h  pr ä v e nti v e A p pli k ati o n v o n I W. B ei fr ei willi g e n Pr o b a n d e n 
k o n nt e n a c h or al er G a b e v o n I W g e z ei gt w er d e n, d a s s d a s Di p e pti d r e s or bi ert w ur d e u n d 
si c h p ar all el z ur Z u n a h m e d er Pl a s m a k o n z e ntr ati o n ei n e A C E -H e m m u n g i m Pl a s m a z ei gt e 
( K ai s er et al., 2 0 1 6).  
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D a di e Wir k u n g v o n I W s o w o hl i n vitr o al s a u c h i n vi v o g e z ei gt w er d e n k o n nt e, i st d a s  
Di p e pti d ä u ß er st i nt er e s s a nt i n Hi n si c ht a uf d e s s e n Ei n s at z i n ei n e m f u n kti o n ell e n 
L e b e n s mitt el. U m di e s j e d o c h u m s et z e n z u k ö n n e n, m ü s st e I W i n ei n er a u sr ei c h e n d gr o ß e n 
M e n g e u n d v or all e m a u c h l e b e n s mitt el k o nf or m h er g e st ellt w er d e n. I m  n ä c h st e n A b s c h nitt 
s oll d e s h al b a uf v er s c hi e d e n e et a bli ert e T e c h ni k e n ei n g e g a n g e n w er d e n, w el c h e di e 
H er st ell u n g ei n e s Di p e p ti d s g e n er ell er m ö gli c h e n u n d i m Hi n bli c k a uf ei n e V er w e n d u n g z ur 
I W-Pr o d u kti o n kriti s c h b etr a c ht et  w er d e n . 
1. 5  H er st ell u n g v o n Di p e pti d e n  
F ür di e H er st ell u n g v o n Di p e pti d e n k ö n n e n v er s c hi e d e n e V erf a hr e n a n g e w e n d et w er d e n 
(A b bil d u n g 1 .8 ). Di e s e r ei c h e n v o n n at ürli c h e n Pr o z e s s e n ( z. B. b ei m R eif u n g s pr o z e s s v o n 
L e b e n s mitt el n) bi s hi n z u g e zi elt e n c h e mi s c h e n M et h o d e n  d er P e pti d s y nt h e s e o d er 
n e u er e n bi ot e c h n ol o gi s c h e n A n s ät z e n. J e n a c h A n w e n d u n g o d er Ei g e n s c h aft e n d er 
g e w ü n s c ht e n P e pti d e si n d b e sti m mt e V erf a hr e n z w e c k m ä ßi g er al s a n d er e. I m K o nt e xt d er 
N ut z u n g v o n P e pti d e n f ür di e H y p ert o ni e pr ä v e nti o n s ollt e v or all e m i m  Hi n bli c k a uf di e 
H er st ell u n g v o n bi o a kti v e n P e pti d e n d ar a uf g e a c ht et w er d e n, d a s s di e V erf a hr e n 
l e b e n s mitt el k o nf or m si n d.   
 
A b bil d u n g 1 .8 :  M ö gli c h e V erf a h r e n z ur H er st ell u n g v o n P e pti d e n u n d d er Ei n s c h ät z u n g  a uf 
d er e n m ö gli c h e A n w e n d u n g i n  L e b e n s mitt el n  
 
1. 5. 1  C h e mi s c h e S y nt h e s e  
Ei n e w eit v er br eit et e M et h o d e z ur H er st ell u n g v o n k ur z k etti g e n P e pti d e n bi s hi n z u 
l a n g k etti g e n Pr ot ei n e n bi et e n v er s c hi e d e n e c h e mi s c h e S y nt h e s e m et h o d e n. D e n 
D ur c h br u c h i n d er P e pti d s y nt h e s e st ellt e 1 9 6 3 di e E nt wi c kl u n g d er s oli d p h a s e p e pti d e 
Ei nl eit u n g  
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s y nt h e si s ( S P P S) d ur c h M errifi el d d ar (A b bil d u n g 1 .9  A). B ei di e s e m V erf a hr e n wir d di e 
S y nt h e s e v o n P e pti d e n mit d e n e nt s pr e c h e n d e n A mi n o s ä ur e n S c hritt f ür S c hritt 
d ur c h g ef ü hrt. Al s Hilf s mitt el wir d ei n e f e st e P h a s e ( H ar z) z. B.  a u s  c hl or m et h yli ert e m  
P ol y st yr ol v er w e n d et, a n di e d a s w a c h s e n d e P e pti d bi n d e n k a n n. I m er st e n S c hritt wir d di e 
er st e A mi n o s ä ur e, w el c h e t e m p or är a n d er r e a kti v e n S eit e n k ett e u n d d er N -t er mi n al e n 
A mi n o s ä ur e mit S c h ut z gr u p p e n v er s e h e n i st ( u m ei n e P ol y m eri si er u n g z u v er hi n d er n), C -
t er mi n al a n di e f e st e P h a s e mitt el s ei n er k o v al e nt e n st a bil e n E st er bi n d u n g g e b u n d e n. 
A n s c hli e ß e n d w er d e n di e S c h ut z gr u p p e n a b g e s p alt e n u n d d a s H ar z g e w a s c h e n, u m 
V er u nr ei n i g u n g e n z u e ntf er n e n. A n d e n fr ei e n N-T er mi n u s d er A mi n o s ä ur e k a n n 
a n s c hli e ß e n d di e n ä c h st e g e s c h üt zt e A mi n o s ä ur e g e b u n d e n w er d e n. Di e s er V or g a n g wir d 
s o l a n g e wi e d er h olt, bi s d a s g e w ü n s c ht e P e pti d s y nt h eti si ert i st. Z u m S c hl u s s wir d d a s 
P e pti d v o m H ar z a b g e s p alt e n ( M errifi el d, 19 6 3; C h a n dr u d u et al., 2 0 1 3) . B ei d er S P P S 
w er d e n al s S c h ut z gr u p p e n m ei st t ert-B ut yl o x y c ar b o n yl u n d Fl u or e n yl m et h o x y c ar b o n yl 
v er w e n d et, w el c h e d ur c h Trifl u or e s si g s ä ur e o d er 2 0  % Pi p eri di n i n Di m et h ylf or m a mi d 
wi e d er a b g e s p alt e n w er d e n ( C ar pi n o & H a n, 1 9 7 0; C h a n dr u d u et al., 2 0 1 3) . U m ei n e 
S y nt h e s e v o n l ä n g er e n P e pti d e n o d er Pr ot ei n e n r e ali si er e n z u k ö n n e n, w ur d e n w eit er e 
M et h o d e n, wi e di e c h e mi s c h e Li g ati o n, e nt wi c k elt. N a c h v er s c hi e d e n e n O pti mi er u n g e n wir d 
v or all e m di e n ati v e c h e mi c al li g ati o n  ( N C L) v er w e n d et (A b bil d u n g 1 .9  B), b ei d er z w ei o d er 
m e hr u n g e s c h üt zt e P e pti dfr a g m e nt e z u ei n e m gr o ß e n P ol y p e pti d a n ei n a n d er g e k o p p elt 
w er d e n. F ür di e Li g ati o n v o n z w ei  P ol y p e pti d e n m u s s ei n u n g e s c h üt zt e s P e pti d N -t er mi n al 
ei n C y st ei n a uf w ei s e n, w el c h e s mit ei n e m w eit er e n u n g e s c h üt zt e n P e pt i d-α -T hi o e st er 
r e a gi ert, u m ei n T hi o e st er-v er k n ü pft e s Z wi s c h e n pr o d u kt z u bil d e n. B ei d er Li g ati o n wir d 
di e s e s Z wi s c h e n pr o d u kt d ur c h ei n e U m e st er u n g z u ei n er st a bil e n P e pti d bi n d u n g 
a u s g e bil d et ( Tr a n st hi o e st erifi k ati o n u n d S -N a c yl s hift )  ( D a w s o n et al., 1 9 9 4; C h a n dr u d u et 
al., 2 0 1 3) .        
 
A b bil d u n g 1 .9 :  S c h e m ati s c h e D a r st ell u n g d er c h e mi s c h e n P e pti d s y nt h e s e mit d e n 
M et h o d e n A) S P P S  u n d B) N C L ( m o difi zi ert n a c h C h a n d r u d u et al., 2 0 1 3)  
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F ür di e P h ar m ai n d u stri e i st di e c h e mi s c h e Pr o d u kti o n v o n P e pti d e n u n d Pr ot ei n e n v o n 
b e s o n d er e m I nt er e s s e u n d m o m e nt a n si n d ü b er 6 0 a uf P e pti d e n b a si er e n d e M e di k a m e nt e 
a uf d e m M ar k t z u g el a s s e n, w o b ei di e  T e n d e n z w eit er hi n st ei g e n d i st ( Vli e g h e et al., 2 0 1 0; 
C h a n dr u d u et al., 2 0 1 3) . A u c h f ür di e Pr o d u kti o n v o n I W w är e ei n e c h e mi s c h e S y nt h e s e 
d e n k b ar. D a s  Pr o bl e m b e st e ht j e d o c h d ari n, d a s s e s si c h hi er b ei u m di e M et h o d e d er W a hl 
f ür di e p h ar m a k ol o gi s c h e Pr o d u kti o n h a n d elt u n d di e s e ni c ht l e b e n s mitt el k o nf or m i st, 
w e s h al b  di e s e Pr o d u kt e a u c h ni c ht i n L e b e n s mitt el n ei n g e br a c ht w er d e n k ö n n e n. E s 
m ü s s e n d e m n a c h  alt er n ati v e V erf a hr e n f ür di e H er st ell u n g v o n I W a n g e w a n dt w er d e n, 
w el c h e a u c h l e b e n s mitt el k o nf or m si n d.  
1. 5. 2  F er m e nt ati o n/ R eif u n g s pr o z e s s  
Bi o a kti v e P e pti d e k ö n n e n w ä hr e n d d er F er m e nt ati o n d ur c h b e sti m mt e B a kt eri e n, w el c h e 
ei n e h o h e pr ot e ol yti s c h e A kti vit ät a uf w ei s e n, e nt st e h e n ( H er n á n d e z-L e d e s m a et al., 2 0 1 1) . 
S o h y dr oli si er e n Mil c h s ä ur e b a kt eri e n b ei m F er m e nt ati o n s v erf a hr e n v er s c hi e d e n e 
Mil c h pr ot ei n e u n d e s e nt st e h e n P e pti d e u n d A mi n o s ä ur e n, di e di e B a kt eri e n al s 
Sti c k st off q u ell e f ür i hr W a c h st u m v er w e n d e n k ö n n e n ( J uill ar d et al., 1 9 9 8). Mittl er w eil e 
k ö n n e n bi o a kti v e P e pt i d e d ur c h v er s c hi e d e n e St art er k ult ur e n ( v er m e hr u n g sf ä hi g e 
Mi kr o or g a ni s m e n), di e z ur H er st ell u n g v o n f er m e nti ert e n Pr o d u kt e n v er w e n d et w er d e n, 
er z e u gt w er d e n ( H er n á n d e z-L e d e s m a et al., 2 0 1 1) . D ur c h di es e n Pr o z e s s w er d e n z. B. di e 
z w ei b er eit s er w ä h nt e n a nti h y p ert e n si v e n P e pti d e V P P u n d I P P g e w o n n e n. B ei d er e n 
Pr o d u kti o n wir d M a g er mil c h mit v er s c hi e d e n e n Mi kr o or g a ni s m e n ( L a ct o b a cill u s h el v eti c u s  
u n d  S a c c h ar o m y c e s c er e vi si a e ) f er m e nti ert, w o d ur c h e s u nt er a n d er e m z ur Fr ei s et z u n g 
v o n V P P u n d I P P k o m mt ( N a k a m ur a et al., 1 9 9 5). 
N e b e n d er F er m e nt ati o n k a n n e s a u c h b ei R eif u n g s pr o z e s s e n v o n L e b e n s mitt el n z ur 
Fr ei s et z u n g v o n bi o a kti v e n P e pt i d e n k o m m e n. I n s b e s o n d er e w ä hr e n d d e s 
R eif u n g s pr o z e s s e s v o n K ä s e w er d e n d ur c h di e Wir k u n g v o n E n z y m e n a u c h A C E -
h e m m e n d e P e pti d e fr ei g e s et zt. S ol c h e P e pti d e w ur d e n z. B. i n v er s c hi e d e n e n K ä s e art e n  
wi e G o u d a, E d a m er, C a m e m b ert, Bl a u s c hi m m el k ä s e o d er E m m e nt al e r c h ar a kt eri si ert 
( S ait o et al., 2 0 0 0).   
F ür di e H er st ell u n g v o n  I W i m gr o ß e n M a ß st a b s c h ei n e n di e s e b ei d e n M et h o d e n j e d o c h 
ni c ht g e ei g n et z u s ei n. I m M o m e nt i st k ei n f er m e nt ati v e s V erf a hr e n mit b e sti m mt e n 
St art er k ult ur e n b e k a n nt, w el c h e i n d er L a g e w är e n, s p e zifi s c h h o h e M e n g e n a n I W 
fr ei z u s et z e n. U n d w e n n b ei v er s c hie d e n e n R eif u n g s pr o z e s s e n u nt er a n d er e n P e pti d e n 
a u c h I W e nt st e h e n k ö n nt e, i st di e s e M e n g e v er m utli c h g eri n g , d a d a s Di p e pti d I W i n 
n at ürli c h e n Pr ot ei n e n l e di gli c h i n s e hr g eri n g er A n z a hl v or k o m mt ( si e h e 1. 5. 3 ).   
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1. 5. 3  E n z y m ati s c h e H y dr ol y s e  
Di e g ä n gi g st e M et h o d e z ur Pr o d u kti o n v o n bi o a kti v e n P e pti d e n i st di e e n z y m ati s c h e 
H y dr ol y s e. Hi er b ei wir d d a s G e s a mt pr ot ei n mit oft m al s g a str oi nt e sti n al e n E n z y m e n, wi e 
z. B. P e p si n, C h y m otr y p si n o d er Tr y p si n, v er d a ut. D a d ur c h wir d d a s Pr ot ei n g e s p a lt e n u n d 
bi o a kti v e P e pti d e w er d e n fr ei z u g ä n gi g ( H er n á n d e z-L e d e s m a et al., 2 0 1 1) , w el c h e d a n n 
A C E -h e m m e n d wir k e n k ö n n e n.  
Di e bi s h eri g e G e wi n n u n g v o n I W wir d e b e nf all s d ur c h ei n e e n z y m ati s c h e H y dr ol y s e d e s 
M ol k e n pr ot ei n s  α -L a ct al b u mi n mit d e n b ei d e n E n z y m e n α -C h y m otr y p si n u n d T h er m ol y si n 
r e ali si ert ( L u n o w et al., 2 0 1 3). W e n n d a s Di p e pti d j e d o c h i n r ei n er F or m v orli e g e n s oll, u m 
e s i n ei n L e b e n s mitt el ei n z u bri n g e n, m ü s st e ei n e a n s c hli e ß e n d e I s oli er u n g erf ol g e n, w el c h e 
all er di n g s s e hr k o st e n - u n d z eit a uf w e n di g i st. Ei n w eit er er N a c ht eil a n di e s e m V erf a hr e n 
i st, d a s s i n d er S e q u e n z v o n b o vi n e m α -L a ct al b u mi n d a s Di p e pt i d I W l e di gli c h ei n m al 
v or k o m mt ( Si e n ki e wi c z, 1 9 8 1) u n d  d e m e nt s pr e c h e n d i st di e A u s b e ut e a n I W a u c h g eri n g . 
I n a n d er e n n at ürli c h v or k o m m e n d e n Pr ot ei n e n k o m mt I W e b e nf all s r el ati v s elt e n u n d n ur i n 
g eri n g er A n z a hl ( ei n - bi s z w ei m al) v or ( z. B. W a k a m e ( S at o et al., 2 0 0 2) o d er L a c h s 
( D ar e wi c z et al., 2 0 1 4)). D e m n a c h w är e e s v er m utli c h g ü n sti g er , ei n V erf a hr e n z u n ut z e n, 
w el c h e s g e zi elt er u n d i m gr ö ß er e n M a ß st a b ei n e Pr o d u kti o n v o n I W m ö gli c h m a c ht.  
1. 5. 4  R e k o m bi n a nt e Pr ot ei n e  
W ä hr e n d d er l et zt e n J a hr e w ur d e n v er s c hi e d e n e T e c h ni k e n z ur Pr o d u kti o n v o n 
r e k o m bi n a nt e n Pr ot ei n e n b z w. bi o a kti v e n P e pti d e n e nt wi c k elt, w el c h e mit Hilf e v o n 
Mi kr o or g a ni s m e n ( z. B. B a kt eri e n o d er H ef e n) h er g e st ellt w er d e n.  
I m f ol g e n d e n A b s c h nitt w er d e n di e S c hritt e b e s c hri e b e n, di e n ot w e n di g si n d, um 
r e k o m bi n a nt e Pr ot ei n e mit hilf e v o n B a kt eri e n z u e x pri mi er e n  (A b bil d u n g 1 .1 0 ). Z u n ä c h st 
wir d ei n g e ei g n et er E x pr e s si o n s v e kt or ( Pl a s mi d) b e n öti gt , w el c h er b e sti m mt e 
Ei g e n s c h aft e n , wi e z. B. ei n e A nti bi oti k ar e si st e n z ( z ur S el e kti o n) o d er ei n e n 
i n d u kti o n sf ä hi g e n Pr o m ot or, a uf w ei st . A u ß er d e m wir d D N A (i s oli ert a u s ei n er n at ürli c h e n 
Q u ell e  o d er s y nt h eti s c h h er g e st ellt)  b e n öti gt, di e d a s Zi el g e n e nt h ält, w el c h e s d a s  
g e w ü n s c ht e Pr ot ei n e x pri mi ert. D er E x pr e s si o n s v e kt or u n d di e D N A m ü s s e n n a c h d er 
I s ol ati o n mit d e n gl ei c h e n R e stri kti o n s e n z y m e n v er d a ut w er d e n , w o d ur c h i m E x pr e s si o n s-
v e kt or u n d d e m D N A -A b s c h nitt z u ei n a n d er k o m pl e m e nt är e  B a s e n p a ar e  e nt st e h e n  
(A b bil d u n g 1 .1 0  b) . D ur c h d a s E n z y m Li g a s e k a n n a n s c hli e ß e n d d a s G e n i n d a s Pl a s mi d 
ei n g e b a ut w er d e n ( Li g ati o n). Di e k o m pl e m e nt är e n B a s e n p a ar e bil d e n d ur c h di e Li g a s e 
k o v al e nt e Bi n d u n g e n z wi s c h e n d e m P h o s p h at u n d d er D e s o x yri b o s e a u s. E s e nt st e ht ei n 
n e u e s r e k o m bi n a nt e s Pl a s mi d mit d e m g e w ü n s c ht e n Zi el g e n ( A b bil d u n g 1 .1 0  c). D a s 
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r e k o m bi n a nt e Pl a s mi d wir d z ur V er vi elf älti g u n g u n d Pr ot ei n e x pr e s si o n i n k o m p et e nt e 
Wirt s z ell e n ( z. B. k o m p et e nt e E s c h eri c hi a c oli  (E.  c oli )-Z ell e n) ü b er ei n e Tr a n sf or m ati o n 
ei n g e s c hl e u st ( A b bil d u n g 1 .1 0  d). A n s c hli e ß e n d w er d e n di e tr a n sf or mi ert e n B a kt eri e n 
v er m e hrt u n d e s erf ol gt ei n e S el e kti o n  z ur I d e ntifi k ati o n p o siti v er Kl o n e (A b bil d u n g 1 .1 0  e). 
I m n ä c h st e n S c hritt wir d di e p o siti v e B a kt eri e n k ol o ni e  v er m e hrt . Al s l et zt e s wir d d a s 
e x pri mi ert e Zi el pr ot ei n g er ei ni gt  (A b bil d u n g 1 .1 0  f) ( Kili a n et al., 2 0 1 2). Z ur G e wi n n u n g v o n  
P e pti d e n m u s s d a s Pr ot ei n i m A n s c hl u s s n o c h v er d a ut w er d e n.  
 
A b bil d u n g 1 .1 0 :  S c h e m ati s c h e D a r st ell u n g d er ei n z el n e n S c hritt e z ur P r o d u kti o n v o n 
r e k o m bi n a nt e n P r ot ei n e n i n B a kt e ri e n ( m o difi zi e rt n a c h Kili a n et al., 2 0 1 2)  
 
B ei di e s er T e c h ni k gi bt e s, wi e a u c h b ei d e n a n d er e n V erf a hr e n, v er s c hi e d e n e 
H er a u sf or d er u n g e n, w el c h e z u b e w älti g e n si n d. S o k a n n z. B. d a s b ei ei n er Ü b er e x pr e s si o n 
e nt st a n d e n e  Pr ot ei n s c h ä dli c h f ür di e Wirt s z ell e s ei n o d er kl ei n e A C E -h e m m e n d e P e pti d e 
k ö n nt e n v o n Pr ot e a s e n l ei c ht a b g e b a ut w er d e n. U m d e m e nt g e g e n z u wir k e n, w er d e n A C E -
h e m m e n d e P e pti d e oft al s F u si o n s p r ot ei n e e x pri mi ert. D a z u w er d e n z w ei G e n e o d er 
G e n a b s c h nitt e  s o  hi nt er ei n a n d er  kl o ni ert, d a s s si c h z wi s c h e n i h n e n k ei n S t o p c o d o n 
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b efi n d et u n d si e al s ei n gr o ß e s F u si o n s pr ot ei n e x pri mi ert w er d e n. Alt er n ati v wir d di e D N A -
S e q u e n z  r e p etiti v ei nkl o ni ert , s o d a s s ei n gr ö ß er e s u n d st a bil er e s Pr ot ei n e nt st e ht . Tr ot z 
ei ni g er H e r a u sf or d er u n g e n k o n nt e i n v er s c hi e d e n e n St u di e n g e z ei gt w er d e n, d a s s ei n e 
erf ol gr ei c h e r e k o m bi n a nt e Pr o d u kti o n v o n A C E -h e m m e n d e n P e pti d e n m ö gli c h i st ( J e o n g 
et al., 2 0 0 7; Li u et al., 2 0 0 7; L o s a c c o et al., 2 0 0 7) . 
I n d er L e b e n s mitt eli n d u stri e gi bt e s z u d e m v er s c hi ed e n e B ei s pi el e f ür S u b st a n z e n, w el c h e 
d ur c h g e n eti s c h v er ä n d ert e M i kr o or g a ni s m e n pr o d u zi ert u n d b er eit s ei n g e s et zt w er d e n. B ei 
d er tr a diti o n ell e n Pr o d u kti o n v o n K ä s e wir d L a b, w el c h e s a u s d e m K äl b er m a g e n i s oli ert 
wir d, z u m Ei n di c k e n d er Mil c h b e n öti gt. Mit tl er w eil e wir d d a s E n z y m C h y m o si n 
( h a u pt s ä c hli c h a kti v e S u b st a n z v o n L a b) a u c h bi ot e c h n ol o gi s c h mit Hilf e v o n g e nt e c h ni s c h 
v er ä n d ert e n Mi kr o or g a ni s m e n h er g e st ellt. D a s E n z y m w ur d e v o n d er f o o d a n d dr u g 
a d mi ni str ati o n  ( F D A) al s er st e L e b e n s mitt el z ut at z u g ela s s e n, w el c h e mit r e k o m bi n a nt er 
D N A -T e c h n ol o gi e h er g e st ellt w ur d e. D a s r e k o m bi n a nt e C h y m o si n w ur d e a u s d e m St a m m 
E. c oli  K 1 2 g e w o n n e n, w el c h e s d a s b o vi n e G e n Pr o c h y m o si n  tr ä gt ( Fl a m m, 1 9 9 1). Ei n 
w eit er e s E n z y m, w el c h e s i n d er L e b e n s mitt el v er ar b eit u n g ei n g e s et zt wir d i st α -A m yl a s e. 
Di e s e s E n z y m h y dr oli si ert S p ei s e st är k e u n d fi n d et z. B. A n w e n d u n g b ei d er Pr o d u kti o n v o n 
M alt o d e xt ri n, S ü ß u n g s mitt el n o d er Et h a n ol. Mittl er w eil e gi bt e s v er s c hi e d e n e g e n eti s c h 
v er ä n d ert e Mi kr o or g a ni s m e n, w el c h e α -A m yl a s e f ür di e L e b e n s mitt el v er ar b eit u n g 
pr o d u zi er e n k ö n n e n ( z. B. P s e u d o m o n a s fl u or e s c e n s Bi o v ar I, B a cill u s s u btili s o d er  B a cill u s 
li c h e nif or mi s) ( L a n dr y et al., 2 0 0 3; Ol e m p s k a-B e er et al., 2 0 0 6) . 
Di e Pr o d u kti o n v o n I W mit Hilf e v o n r e k o m bi n a nt e n Pr ot ei n e n d ur c h g e n eti s c h v er ä n d ert e 
Mi kr o or g a ni s m e n s c h ei nt ä u ß er st vi el v er s pr e c h e n d z u s ei n. E s i st d e n k b ar, d a s s d a s 
Zi el g e n s o d e si g nt w er d e n  k a n n, d a s s ei n e h ö h er e A n z a hl v o n D N A -A b s c h nitt e n e nt h alt e n 
i st, w el c he f ür I W c o di er e n. S o mit k ö n nt e d er M a n g el a n I W i n n at ürli c h v or k o m m e n d e n 
Pr ot ei n e n u m g a n g e n w er d e n. A u c h i m  Hi n bli c k a uf di e A n w e n d u n g al s f u n kti o n ell e s 
L e b e n s mitt el si n d r e k o m bi n a nt e  Pr ot ei n e i nt er e s s a nt, d a e s b er eit s S u b st a n z e n gi bt, di e 
g e nt e c h ni s c h h er g e st ellt w er d e n u n d i n d er L e b e n s mitt eli n d u stri e ei n g e s et zt w er d e n.  
A u s di e s e m Gr u n d w er d e n n a c h f ol g e n d di e b ei d e n v er w e n d et e n Kl o ni er u n g s - u n d 
E x pr e s si o n s s y st e m e all g e m ei n s o wi e  di e  Gr ü n d e d af ür v or g e st ellt, w ar u m di e s e i m 
R a h m e n di e s er Ar b eit v er w e n d et w ur d e n, u m ei n r e k o m bi n a nt e s Pr ot ei n  mit ei n e m 
r e p etiti v e n A nt eil v o n I W h er z u st ell e n. Al s er st e s wir d ei n S y st e m z ur E x pr e s si o n i n E.  c oli  
v or g e st ellt, g ef ol gt v o n ei n e m S y st e m z ur E x pr e s si o n i m H ef e or g a ni s m u s Kl u y v er o m y c e s 
l a cti s (K.  l a cti s). 
Ei nl eit u n g  
 
2 4  
1. 5. 4. 1  Pr ot ei n e x pr e s si o n i n E. c oli  u n d K.  l a cti s 
F ür di e Pr o d u kti o n d e s g e w ü n s c ht e n I W-r e p etiti v e n Pr ot ei n s i n E.  c oli  w ur d e d a s p M A L 
Pr ot ei n F u si o n & P urifi c ati o n S y st e m v o n N e w E n gl a n d Bi ol a b s g e w ä hlt . Gr ü n d e f ür di e s e 
W a hl si n d z u m ei n e n,  d a s s d er E x pr e s si o n s v e kt or p M A L -c 5 X  mit I s o pr o p yl -β -D -
t hi o g al a ct o p yr a n o si d (I P T G) i n d u zi ert w er d e n k a n n. Z u m a n d er e n e nt h ält d er V e kt or ei n e 
R e si st e n z g e g e n ü b er d e m A nti bi oti k u m A m pi cilli n ( A m p) , w a s z ur S el e kti o n  d e r p o siti v e n 
Kl o n e g e n ut zt wir d . Ei n e nt s c h ei d e n d er V ort eil i st a u ß er d e m, d a s s d er V e kt or al s 
Affi nit ät st a g d a s M alt o s e Bi n di n g Pr ot ei n  ( M B P) f ür di e R ei ni g u n g li ef ert, i n d e m die s e r d a s 
f ür M B P co di er e n d e G e n m al E  e nt h ält  (V e kt or k art e si e h e  A n h a n g,  A b bil d u n g 8 .1 ). B ei  ei n er 
Kl o ni er u n g d er D N A -S e q u e n z , mit d e m r e p etiti v e n  I W-A nt eil , i m ri c hti g e n L e s er a h m e n 
e nt st e ht ei n M B P -I W F u si o n s pr ot ei n , w el c h e s n a c h d er E x pr e s si o n g er ei ni gt w er d e n k a n n . 
A n s c hli e ß e n d w är e e s m ö gli c h, d a s Di p e pti d I W a u s d e m r e p etiti v e n F u si o n s p r ot ei n M B P -
I W d ur c h ei n e e n z y m ati s c h e H y dr ol y s e z u i s oli er e n.  
F ür di e Pr o d u kti o n d e s g e w ü n s c ht e n I W -r e p etiti v e n Pr ot ei n s w ur d e al s w ei t er e s 
E x pr e s si o n s s y st e m d a s Pr ot ei n E x pr e s si o n Kit v o n N e w E n gl a n d Bi ol a b s , z ur E x pr e s si o n 
i m H ef e or g a ni s m u s K.  l a cti s, g e w ä hlt. N a c h erf ol gr ei c h er Kl o ni er u n g d e s D N A -A b s c h nitt e s 
M B P -I W i n di e m ulti pl e cl o ni n g sit e  (M C S ) d e s V e kt or s  p K L A C 2  (V e kt or k art e si e h e A n h a n g, 
A b bil d u n g 8 .2 ) m u s st e d a s n e u g e n eri e rt e Pl a s mi d i n ei n e n g e ei g n et e n E.  c oli -St a m m , al s 
Z wi s c h e n s c hritt,  tr a n sf or mi ert w er d e n. N a c h D et e kti o n ei n e s p o siti v e n Kl o n s w ur d e  d a s 
Pl a s mi d li n e ari si ert . Di e e nt h alt e n d e E x pr e s si o n s k a s s ett e mit d e m g e w ü n s c ht e n G e n , 
w el c h e s f ür d a s Pr ot ei n M B P -I W co di e rt, wir d a n s c hli e ß e n d ü b er ei n e h o m ol o g e 
R e k o m bi n ati o n i n d a s G e n o m v o n K.  l a cti s i nt e gri ert. Ei n e S el e kti o n d er Tr a n sf or m a nt e n 
erf ol gt ü b er d a s e b e nf all s i n d er E x pr e s si o n s k a s s ett e b efi n dli c h e G e n a c et a mi d a s e  (a m d S ). 
D er Gr u n d f ür di e V er w e n d u n g d e s Pr ot e i n E x pr e s si o n Kits w ar  u nt er a n d er e m , d a s s d a s 
g e w ü n s c ht e Pr ot ei n s e kr et ori s c h tr a n s p orti ert u n d i n s Z ell m e di u m a u s g e s c hl e u st wir d. Di e s 
bi et et ei n e n e nt s c h ei d e n d e n V ort eil b ei d er Pr ot ei nr ei ni g u n g.  A u ß er d e m w ur d e d er 
e u k ar y oti s c h e Or g a ni s m u s K.  l a cti s v er w e n d et, u m m ö gli c h e N a c ht eil e ei n e s 
pr o k ar y oti s c h e n E x pr e s si o n s s y st e m s b ei d er Pr ot ei n e x pr e s si o n z u u m g e h e n.  
  
Ei nl eit u n g  
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1. 6  Zi el st ell u n g  
H er z -Kr ei sl a uf -Er kr a n k u n g e n z ä hl e n z ur h ä ufi g st e n T o d e s ur s a c h e u n d e s b e st e ht 
d e m n a c h ei n gr o ß er B e h a n dl u n g s b e d arf u m d e m e nt g e g e n z u wir k e n. Al s ei n er d er gr ö ßt e n 
Ri si k of a kt or e n f ür H er z -Kr ei sl a uf -Er kr a n k u n g e n gilt Bl ut h o c h dr u c k, d a h er si n d pr ä v e nti v e 
M a ß n a h m e n v o n b e s o n d er e m I nt er e s s e. Ei n e Vi el z a hl v o n bi o a kti v e n P e pti d e n b e sit z e n 
A C E -h e m m e n d e Ei g e n s c h aft e n, w a s s o w o hl i n vitr o al s a u c h i n vi v o g e z ei gt w er d e n k o n nt e. 
B e s o n d er s p ot e nt i n s ei n er A C E -h e m m e n d e n Wir k u n g i st d a s Di p e pti d I W.  
Ei n Zi el d er v orli e g e n d e n Ar b eit w ar e s, ei n e M et h o d e z u et a bli er e n, u m d a s A C E -
h e m m e n d e Di p e pti d I W i m gr o ß e n M a ß st a b h er z u st ell e n. Mit Hilf e v o n r e k o m bi n a nt e n 
Pr ot ei n e n s ollt e I W bi ot e c h n ol o gi s c h h er g e st ellt u n d a uf s ei n A C E -h e m m e n d e s P ot e nti al i m 
V er gl ei c h z u m  c h e mi s c h s y nt h eti si ert e n I W g et e st et w er d e n.   
D a n e b e n I W a u c h a n d er e P e pti d e i n d er Lit er at ur b e s c hri e b e n w ur d e n, w el c h e A C E -
h e m m e n d wir k e n, s ollt e n w eit er e P e pti d e a u s L e b e n s mitt el pr ot ei n e n  a uf d er e n A C E -
h e m m e n d e s P ot e nti al u nt er s u c ht w er d e n. Di e b ei d e n Pfl a n z e n pr ot ei n e S oj a u n d R ei s 
w ur d e n i m V er gl ei c h z u m ti eri s c h e n M ol k e n pr ot ei n g et e st et.   
  
M at eri al u n d M et h o d e n  
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2  M at eri al u n d M et h o d e n  
2. 1  M at eri al  
2. 1. 1  C h e mi k ali e n  
1 0 0 x A c et a mi d  St o c k   N e w  E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt  a m M ai n  
A c et o n     M er c k K G a A, D ar m st a dt  
3 0 % A cr yl a mi d    S E R V A El e ctr o p h or e si s G m b H, H ei d el b er g  
A g ar      F or m e di u m Lt d., H u n st a nt o n, U K  
A g ar o s e     S E R V A El e ctr o p h or e si s G m b H, H ei d el b er g  
Al b u mi n Fr a kti o n V    C ar l R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
A m pi cilli n     C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
A P S      C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
A W      B a c h e m H ol di n g A G, B u b e n d orf, S c h w ei z  
B a ct o P e pt o n e    B e ct o n Di c ki n s o n, Fr a n kli n L a k e s, U S A  
β -M er c a pt o et h a n ol    Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
Br a d y ki ni n     Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
Br o m p h e n ol bl a u    C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
C al ci u m c hl ori d  D i h y dr at  Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
C ar b o g e n      Li n d e A G G a s e s Di vi si o n G er m a n y, P ull a c h  
C hl or of or m     C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
C o o m a s si e Brilli a nt Bl a u R 2 5 0  S E R V A El e ctr o p h or e si s G m b H, H ei d el b er g  
1 0 x C ut S m art P uff er   N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
D a n s yl c hl ori d     Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
d ei o ni si ert e s W a s s er    h a u s ei g e n e s e nt s al zt e s W a s s er  
Di n atri u m h y dr o g e n p h o s p h at   Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
d’ N T P Mi x ( 2 5 m M e a c h)   T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c I n c. , W alt h a m, U S A 
d o p p elt d e stilli ert e s W a s s er  h a u s ei g e n e E nt s al z u n g s a nl a g e v o n W ei n ert  W a s s er -
t e c h ni k G m b H, Dr e s d e n 
D T T      A p pli C h e m G m b H, D ar m st a dt  
E D T A, 0, 5 M      A m bi o n I n c., A u sti n, U S A  
E D T A -S al z     M er c k K G a A, D ar m st a dt  
M at eri al u n d M et h o d e n  
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E s si g s ä ur e, 1 0 0 %    M er c k K G a A, D ar m st a dt  
Et h a n ol, a b s ol ut    V W R I nt er n ati o n al G m b H, Dr e s d e n  
Et h a n ol, 9 6 % v er g ä llt  B er k el A H K Al k o h ol h a n d el G m b H & C o. K G, B erli n  
Et hi di u m br o mi d    C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
E W      B a c h e m H ol di n g A G, B u b e n d orf, S c h w ei z  
G al a kt o s e      C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
G el ati n e     Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
Gl u k o s e     M er c k K G a A, D ar m st a dt  
Gl y c er ol     C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
Gl y ci n      A p pli C h e m G m b H, D ar m st a dt  
H ef e e xtr a kt     C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
H e p ari n     R ot e x m e di c a G m b H Ar z n ei mitt el w er k, Tritt a u  
Hi p p ur yl -L -Hi sti d yl -L -L e u ci n   B a c h e m H ol di n g A G, B u b e n d orf, S c h w ei z  
I P T G      C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
I s o pr o p a n ol    V W R I nt er n ati o n al G m b H, Dr e s d e n  
I W      B a c h e m H ol di n g A G, B u b e n d orf, S c h w ei z  
IW  ( D-F or m)      p e pti d e s & el e p h a nt s G m b H, H e n ni g s d orf  
I Y     B a c h e m H ol di n g A G, B u b e n d orf, S c h w ei z  
K ali u m a c et at     Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
K ali u m c hl ori d     A p pli C h e m G m b H, D ar m st a dt  
K ali u m di h y dr o g e n p h o s p h at   M er c k K G a A, D ar m st a dt  
K a n a m y ci n s ulf at    C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
L B A g ar Dif c o ™, L e n n o x   B e ct o n Di c ki n s o n, Fr a n kli n L a k e s , U S A 
L B M e di u m, L e n n o x    C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
6 x L o a di n g D y e S ol uti o n   T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c I n c., W alt h a m, U S A  
L W      B a c h e m H ol di n g A G, B u b e n d orf, S c h w ei z  
M a g n e si u m s ulf at    C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
M alt o s e     C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
M et h a n ol     M er c k K G a A, D ar m st a dt  
M et h a n ol, H P L C -gr a d e   V W R I nt er n ati o n al G m b H, Dr e s d e n  
Mil c h p ul v er, bl otti n g gr a d e   C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
M at eri al u n d M et h o d e n  
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N atri u m c ar b o n at    Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
N atri u m c hl ori d     C arl R o t h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
N atri u m h y dr o g e n c ar b o n at   Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
N atri u m h y dr o xi d Pl ät z c h e n   C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
n u kl e a s efr ei e s W a s s er   Pr o m e g a C or p or ati o n, M a di s o n, U S A  
ort h o -P h o s p h or s ä ur e    C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
R oti ® -Bl ot A, A n o d e n p uff er   C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
R oti ® -Bl ot K, K at h o d e n p uff er   C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
S al z s ä ur e, 3 7 %    C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
S D S -P ell et s     C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
S O C -M e di u m     N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
S or bit ol     Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
T E M E D     C arl R ot h G m b H + C o. K G, K arl sr u h e  
Tri s      A p pli C h e m G m b H, D ar m st a dt  
T w e e n 2 0     S E R V A El e ctr o p h or e si s G m b H, H ei d el b er g  
Ur et h a n     Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
V W      B a c h e m H ol di n g A G, B u b e n d orf, S c h w ei z  
V Y      B a c h e m H ol di n g A G, B u b e n d orf, S c h w ei z  
W      B a c h e m H ol di n g A G, B u b e n d orf, S c h w ei z  
W L      B a c h e m H ol di n g A G, B u b e n d orf, S c h w ei z  
W W      B a c h e m H ol di n g A G, B u b e n d orf, S c h w ei z  
Y C B M e di u m P o w d e r  N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
Y e a st Tr a n sf or m ati o n R e a g e nt  N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
Z ell k ult ur m e di u m , C u sto m er  Pr o m o C ell G m b H, H ei d el b er g  
F or m ul ati o n –  E n d ot h eli al C ell B M  
+ 2 8 m M H e p e s + S u p pl e m e nt  
P a c k ( E n d ot h eli a l C ell G M) +  
1 % P e ni cilli n/ Str e pt o m y ci n   Lif e T e c h n ol o gi e s I n c., C arl s b a d, U S A  
2. 1. 2  E n z y m e  
A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e  Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
α -C h y m otr y p si n a u s Ri n d er -  Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
p a n kr e a s T y p II ≥ 4 0 Ei n h eit e n/ m g  
B s mI       N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
M at eri al u n d M et h o d e n  
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c O m pl et e ™ Pr ot e a s ei n hi bit or  R o c h e Di a g n o sti c s G m b H, M a n n h ei m  
C o c kt ail  
D N a s e      R o c h e Di a g n o sti c s G m b H, M a n n h ei m  
E c o RI -H F     N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
F a kt or X a ( 1 0 0 0 µ g/ ml)   N e w E n gl a n d  Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
Q 5 Hi g h -Fi d elit y D N A -P ol y m er a s e  N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
(2 Ei n h eit e n/ µl) + R e a kti o n s p uff er   
Q ui c k T 4 D N A Li g a s e +   N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
q ui c k Li g ati o n R e a kti o n s p uff er  
R N a s e      S i g m a-Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h ei m  
S a c II      N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
T a q D N A P ol y m er a s e ( 5 Ei n - N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
h eit e n/ µl) + T h er m o P ol P uff er   
T h er m ol y si n v o m G e o b a cill u s  Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, St ei n h e i m 
st e ar ot h er m o p hil u s T y p X  
3 0 -1 7 5  Ei n h eit e n/ m g  
X h oI      N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
X m nI       N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
Z y m ol y a s e     M P Bi o m e di c al s G er m a n y G m b H, E s c h w e g e  
2. 1. 3  St a n d ar d s  
G e n e R ul er ™  5 0 b p D N A L a d d er  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c I n c., W alt h a m, U S A  
G e n e R ul er ™  1 k b D N A L a d d er  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c I n c., W alt h a m, U S A  
M B P 5 Pr ot ei n ( 6 m g/ ml)   N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
P a g e R ul er ™ Pr e st ai n e d   T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c I n c., W alt h a m, U S A  
Pr ot ei n L a d d er  
Q u i c k-L o a d P ur pl e 2 -L o g   N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
D N A L a d d er  
2. 1. 4  Kit s  
B C A Pr ot ei n A s s a y Kit   T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c I n c., W alt h a m, U S A  
D N A Cl e a n -u p -Pr o c e d ur e    G e n o m e d  m ol e k ul ar bi ol o gi s c h e u n d di a g n o sti s c h e  
J et Q ui c k  D N A P urifi c ati o n Kit   Pr o d u kt e G m b H , L ö h n e 
G el e xtr a kti o n: G e n e J et G el   T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c I n c., W alt h a m, U S A  
E xtr a cti o n Kit  
G el e xtr a kti o n: J et Q ui c k D N A  G e n o m e d  m ol e k ul ar bi ol o gi s c h e u n d di a g n o sti s c h e  
P urifi c ati o n Kit     Pr o d u kt e G m b H, L ö h n e  
M at eri al u n d M et h o d e n  
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K. l a cti s  Pr ot ei n E x pr e s si o n Kit  N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
Mi di pr e p Pl a s mi d a ufr ei ni g u n g:  G e n o m e d  m ol e k ul ar bi ol o gi s c h e u n d di a g n o sti s c h e  
J et St ar 2. 0 Pl a s mi d P urifi c ati o n Kit   Pr o d u kt e G m b H, L ö h n e  
Mi ni pr e p Pl a s mi d a ufr ei ni g u n g: J et  G e n o m e d  m ol e k ul ar bi ol o gi s c h e u n d di a g n o sti s c h e  
Q ui c k S pi n C ol u m n T e c h ni q u e Kit  Pr o d u kt e G m b H , L ö h n e 
p M A L Pr ot ei n F u si o n & P urifi c ati o n  N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
S y st e m  
S u p er Si g n al ™ W e st Pi c o   T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c I n c., W alt h a m, U S A  
C h e mil u mi n e s c e nt S u b str at e  
2. 1. 5  M i k r o or g a ni s m e n 
B L 2 1 E x pr e s s k o m p et e nt e   N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m  M ai n  
E. c oli  Z ell e n  
D H 5 α k o m p et e nt e E. c oli  Z ell e n  I n vitr o g e n A G, R e g e n s b ur g 
K. l a cti s  G G 7 9 9 Z ell e n   N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
2. 1. 6  Pl a s mi d e  
p M K -R Q     Lif e T e c h n ol o gi e s I n c., C arl s b a d, U S A  
2. 1. 7  E x pr e s si o n s v e kt or e n  
p K L A C 1 -m al E  ( K o ntr oll v e kt or) N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H , Fr a n kf urt a m M ai n 
p K L A C 2     N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
p M A L -c 5 X     N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
2. 1. 8  Oli g o n u kl e oti d e  
f ol g e n d e Pri m er    I n vitr o g e n A G, R e g e n s b ur g 
K.l _ p K L A C 2 _ 2 _ R   G G A T C T T G C A G C A C A G A A A C T  
K.l _ p K L A C 2 _ 3 _ R   A C G A A C G G T T T G G A T G G T T G  
M A LI W _ p L A C _ E c o _ R  G C G C C A T T A T G A A T T C T T A C C A G A T C C A G A T G T A  
M A LI W _ p L A C _ X h o _ F  A T A A T C C T C G A G A A A A G A A T G A A A A T C G A A G A A G G  
    T A A A C  
M B P _I W _ F    A T G A A G G T C T G G A A G C G G T T  
M B P _I W _ R    G C T T C G C A A C G T T C A A A T C C  
S e q pri m er 1 _ F   G C G G A T A A C A A G C T C A A C  
S e q pri m er 3 _ R   T C G G C A C T A A T A A C C G T T  
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f ol g e n d e Pri m er    N e w E n gl a n d Bi ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n  
I nt e gr ati o n Pri m er 1   A C A C A C G T A A A C G C G C T C G G T  
I nt e gr ati o n Pri m er 2   A T C A T C C T T G T C A G C G A A A G C  
I nt e gr ati o n Pri m er 3   A C C T G A A G A T A G A G C T T C T A A  
2. 1. 9  A nti k ör p er  
pri m är er A nti k ör p er:    N e w E n gl a n d B i ol a b s G m b H, Fr a n kf urt a m M ai n 
A nti -M B P M o n o kl o n al  
s e k u n d är er A nti k ör p er:   Di a n o v a  G m b H, H a m b ur g  
G o at a nti -m o u s e I g G H R P    
2. 1. 1 0  Ti e r e  
Wi st ar R att e n    J a n vi er  L a b s , L e G e n e st-S ai n t-I sl e, Fr a n kr ei c h 
2. 1. 1 1  h er g e st ellt e P uff er, M e di e n u n d L ö s u n g e n  
Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e -El uti o n s p uff er  
S ä ul e n p uff er + 1 0 m M M alt o s e  
3 6 0, 3 2 m g M alt o s e  
a d. 1 0 0 ml S ä ul e n p uff er  
st eril filtri er e n, e nt g a s e n  
 
Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e -S ä ul e n p uff er  
2 0 m M Tri s/ H Cl, 1 m M E D T A,  
2 0 0 m M N a Cl  
 
2 0 ml 1 M Tri s/ H Cl, p H 7, 4  
2 ml 0, 5 M E D T A  
1 1, 7 g N a Cl  
a d. 1 l d d H 2 O  
st eril filtri er e n, e nt g a s e n  
 
A m pi cilli n -St a m ml ö s u n g  
( 1 0 0 m g/ ml) 
 
1 g A m pi cilli n  
a d. 1 0 ml n u kl e a s efr ei e s W a s s er  
st eril  filtri er e n 
 
Bl o c ki er p uff er f ür W e st er n Bl ot  
5 % Mil c h p ul v er i n 1 x T B S T  
 
5 g Mil c h p ul v er  
1 0 0 ml 1 x T B S T  
 
Bl ot p uff er  A  
 
1 0 0 ml R oti ® -Bl ot A, A n o d e n p uff er  
2 0 0 ml M et h a n ol  
a d. 1 l d d H 2 O  
 
Bl ot p uff er K  
 
1 0 0 ml R oti ® -Bl ot K, K at h o d e n p uff er  
2 0 0 ml M et h a n ol  
a d. 1 l d d H 2 O  
 
C o o m a s si e -E ntf är b el ö s u n g  
 
2 5 0 ml 9 6 % Et h a n ol, v er g ällt  
8 0 ml 1 0 0 % E s si g s ä ur e  
a d. 1 l d d H 2 O  
M at eri al u n d M et h o d e n  
 
3 2  
C o o m a s si e -F är b el ö s u n g  6 0 0 m g C o o m a s si e Brilli a nt Bl a u R 2 5 0  
a d. 5 0 0 ml Fi xi erl ö s u n g  
er w är m e n, d ur c h F alt e nfilt er filtri er e n  
 
C o o m a s si e -Fi xi erl ö s u n g  
 
4 0 0 ml 9 6 % Et h a n ol, v er g ällt  
1 0 0 ml 1 0 0 % E s si g s ä ur e  
a d. 1 l d d H 2 O  
 
I s oli erl ö s u n g I, p H 8, 0  
9 0 0 m M S or bit ol, 1 0 0 m M Tri s/ H Cl, 
1 0 0  m M E D T A  
 
3 2, 7 9 g S or bit ol  
2, 4 2 g Tri s  
7, 4 4 g E D T A -S al z  
a d. 1 5 0 ml d d H 2 O  
p H mit H Cl a uf 8, 0 ei n st ell e n  
a d. 2 0 0 ml d d H 2 O  
 
I s oli erl ö s u n g II, p H 8, 0 
5 0 m M Tri s/ H Cl, 2 0  m M E D T A  
 
1, 2 1 g Tri s  
1, 4 9 g E D T A -S al z  
a d. 1 5 0 ml d d H 2 O  
p H mit H Cl a uf 8, 0 ei n st ell e n  
a d. 2 0 0 ml d d H 2 O  
 
K a n a m y ci n -St a m ml ö s u n g  
( 2 5 m g/ ml) 
 
1 2 5 m g K a n a m y ci n s ulf at  
a d. 5 ml n u kl e a s efr ei e s W a s s er  
st eril filtri er e n  
 
L B -A g ar ( L e n n o x) + 1 0 0 µ g/ ml A m p  
 
7 g L B -A g ar ( L e n n o x)  
a d. 2 0 0 ml d ei o ni si ert e s W a s s er  
a ut o kl a vi er e n  
1 0 0 µ g/ ml A m p fri s c h z u g e b e n 
 
L B -A g ar ( L e n n o x) + 2 5 µ g/ ml K a n  
 
7 g L B -A g ar ( L e n n o x)  
a d. 2 0 0 ml d ei o ni si ert e s W a s s er  
a ut o kl a vi er e n  
2 5 µ g/ ml K a n  fri s c h z u g e b e n 
 
L B -M e di u m ( L e n n o x) + 1 0 0 µ g/ ml A m p  
 
2 0 g L B -M e di u m ( L e n n o x)  
a d. 1 l d ei o ni si ert e s W a s s er  
a ut o kl a vi er e n  
1 0 0 µ g / ml A m p fri s c h z u g e b e n 
 
L B -M e di u m ( L e n n o x) + 2 5 µ g/ ml K a n  
 
2 0 g L B -M e di u m ( L e n n o x)  
a d. 1 l d ei o ni si ert e s W a s s er  
a ut o kl a vi er e n  
2 5 µ g/ ml K a n  fri s c h z u g e b e n 
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L B -M e di u m ( L e n n o x) +  0, 2 %  Gl u k o s e + 
1 0 0 µ g/ ml A m p  
2 0 g L B -M e di u m ( L e n n o x)  
2 g Gl u k o s e  
a d. 1 l d ei o ni si ert e s W a s s er 
a ut o kl a vi er e n  
1 0 0 µ g/ ml A m p fri s c h z u g e b e n  
 
L ö s u n g A, H P L C  
d d H 2 O + 0, 1 5 % H 3 P O 4  
 
1 l d d H 2 O  
1, 5 ml ort h o -P h o s p h or s ä ur e  
 
L ö s u n g B, H P L C  
M et h a n ol + 0, 1 5 % H 3 P O 4  
 
1 l M et h a n ol, H P L C gr a d e  
1, 5 ml ort h o -P h o s p h or s ä ur e  
 
P B S, p H 7, 4   
a u c h S u p er d e x 1 6 6 0 2 0 0 p g S ä ul e n p uff er  
( Gr ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e) 
1 3 7 m M N a Cl, 2, 7 m M K Cl,  
8 m M N a 2 H P O 4 , 1, 5 m M K H2 P O 4   
 
8 g N a Cl  
2 0 0 m g K Cl  
1, 4 g N a 2 H P O 4  
2 4 0 m g K H 2 P O 4  
a d. 8 0 0 ml d d H 2 O  
p H mit H Cl a uf 7, 4 ei n st ell e n  
a d. 1 l d d H 2 O  
a ut o kl a vi er e n  
 
P h o s p h at p uff er, p H 7, 2 - 
S u p er d e x P e pti d e 1 0/ 3 0 0 G L S ä ul e n p uff er  
( Gr ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e) 
3 0 0 m M N a Cl, 2, 7 m M K Cl,   
2, 7 m M K H 2 P O 4 , 8, 2 8 m M N a 2 H P O 4  
 
1 7, 5 3 g N a Cl  
2 0 1, 3 m g K Cl  
2 3 4, 1 m g K H 2 P O 4  
1, 1 8 g N a 2 H P O 4  
a d. 1 l d d H 2 O  
st eril filtri er e n, e nt g a s e n  
 
P S S , p H 7, 4  
1 1 9 m M N a Cl, 4, 7 m M K Cl, 1, 1 7 m M 
M g S O 4 , 1, 1 8 m M K H 2 P O 4 , 2 5 m M 
N a H C O 3 , 5, 5 m M Gl u k o s e,  
0, 0 2 7 m M E D T A  
2, 5  m M C a Cl 2 * 2 H 2 O  
 
6, 9 5 g N a Cl  
3 5 0 m g K Cl  
1 4 0 m g M g S O 4  
1 6 0 m g K H 2 P O 4  
2, 1 g  N a H C O 3  
9 9 0 m g D -Gl u k o s e  
1 0 m g E D T A -S al z  
2 0 mi n mit C ar b o g e n b e g a s e n  
3 7 0 m g C a Cl 2 * 2 H 2 O  
a d. 1 l d d H 2 O  
 
2 x S D S -L a d e p uff er  
 
1 ml 1 M Tri s/ H Cl, p H 6, 8  
4 ml 1 0 % S D S  
3 ml Gl y c er ol  
5 m g Br o m p h e n ol bl a u  
a d. 1 0 ml d d H 2 O  
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6 x S D S -L a d e p uff er  3 ml 1 M Tri s/ H Cl, p H 6, 8  
1 g S D S P ell et s  
3 ml Gl y c er ol  
5 m g Br o m p h e n ol bl a u  
a d. 1 0 ml d d H 2 O  
 
1 0 x S D S -P A G E L a uf p uff er  
 
3 0 g Tri s  
1 4 4 g Gl y ci n  
1 0 g S D S -P ell et s  
a d. 1 l d d H 2 O  
 
S D S -P A G E S a m m el g el   
1, 0 M Tri s/ H Cl , p H 6, 8 
 
1 2, 1 1 g Tri s  
a d. 8 0 ml d d H 2 O  
p H mit H Cl a uf 6, 8 ei n st ell e n  
a d. 1 0 0 ml d d H 2 O  
 
S D S -P A G E Tr e n n g el  
1, 5 M Tri s/ H Cl, p H 8, 8  
 
3 6, 3 4 g Tri s  
a d. 1 7 0 ml d d H 2 O  
p H mit H Cl a uf 8, 8 ei n st ell e n  
a d. 2 0 0 ml d d H 2 O  
 
5 0 x T A E -P uff er  
 
2 4 2 g Tri s  
5 7, 1 ml 1 0 0 % E s si g s ä ur e  
1 8 ,5  g  E D T A -S al z  
a d. 1 l d d H 2 O  
 
1 0 x T B S -P uff er, p H 7, 4  
 
2 4, 3 g Tri s  
1 7 5, 3 g N a Cl  
a d. 1, 8 l d d H 2 O  
p H mit H Cl a uf 7, 4 ei n st ell e n  
a d. 2 l d d H 2 O  
 
1 x T B S T -P uff er  
 
1 0 0 ml 1 0 x T B S -P uff er  
9 0 0 ml d d H 2 O  
1 ml T w e e n 2 0 ( 0, 1 %)  
 
T E -P uff er  
 
1 ml 1 M Tri s/ H Cl, p H 8, 0  
2 0 0 µl 0, 5 M E D T A  
a d. 1 0 0 ml d d H 2 O  
a ut o kl a vi er e n, alli q u oti er e n  
 
1 M Tri s/ H Cl, p H 7, 0  
 
6 0, 5 7  g Tri s  
a d. 4 6 0 ml d ei o ni si ert e s  W a s s er  
p H mit H Cl a uf 7, 0  ei n st ell e n  
a d. 5 0 0 ml d ei o ni si ert e s W a s s er  
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1 M Tri s/ H Cl, p H 7, 4  1 2, 1 1  g Tri s  
a d. 8 0  ml d d H 2 O  
p H mit H Cl a uf 7, 4  ei n st ell e n  
a d. 1 0 0 ml d d H 2 O  
 
Y C B A g ar + 5 m M A c et a mi d  
 
1 5 ml 1 M Tri s/ H Cl, p H 7, 0  
5, 8 5 g Y C B M e di u m P o w d er  
1 0  g A g ar  
a d. 4 9 5 ml d ei o ni si ert e s W a s s er  
a ut o kl a vi er e n  
5 m l 1 0 0 x A c et a mi d St o c k st eril z u g e b e n  
 
Y P G al M e di u m  
 
5 g H ef e e xtr a kt  
1 0 g B a ct o P e pt o n e  
a d. 4 7 5 ml d ei o ni si ert e s W a s s er  
a ut o kl a vi er e n  
2 5 ml 4 0 % G al a kt o s e st eril d a z u g e b e n  
 
Y P Gl u M e di u m  
 
5 g H ef e e x tr a kt 
1 0 g B a ct o P e pt o n e  
a d. 4 7 5 ml d ei o ni si ert e s W a s s er  
a ut o kl a vi er e n  
2 5 ml 4 0 % Gl u k o s e st eril d a z u g e b e n  
 
Z y m ol y a s el ö s u n g  
 
3 m g Z y m ol y a s e  
a d. 1 ml I s oli erl ö s u n g I  
2. 1. 1 2  S ä ul e n f ür Pr ot ei nr ei ni g u n g u n d A n al y s e  
Hi L o a d 1 6/ 6 0 0 S u p er d e x 2 0 0 p g  G E H e alt h c ar e E ur o p e G m b H, Fr ei b ur g  
M B P Tr a p H P S ä ul e  1 ml   G E H e alt h c ar e E ur o p e G m b H, Fr ei b ur g  
S u p er d e x P e pti d 1 0/ 3 0 0 G L   G E H e alt h c ar e E ur o p e G m b H, Fr ei b ur g  
X Bi d g e R P 1 8 S ä ul e    W at er s G m b H, E s c h b or n  
2. 1. 1 3  S oft w ar e u n d  O nli n e -W e r k z e u g e  
Cl o n e 4 , V er si o n 4. 0 1  S ci e ntifi c & E d u c ati o n al S oft w ar e , D e n v er, U S A 
C o d o n C o d e Ali g n er    C o d o n C o d e C or p or ati o n , C e nt er vill e , U S A 
E m p o w er 3     W at er s G m b H, E s c h b or n  
Gr a p h P a d Pri s m  6. 0 5   Gr a p h P a d S oft w ar e, I n c., L a J oll a, U S A  
Ori gi n ®  2 0 1 7     Ori gi n L a b C or p or ati o n, N ort h a m pt o n, U S A  
Pri m er 3 , V er si o n 4. 0. 0  htt p:// bi oi nf o. ut. e e/ pri m er 3/  
U ni Pr ot     htt p:// w w w. u ni pr ot. or g/  
M at eri al u n d M et h o d e n  
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2. 1. 1 4  G e r ät e u n d V e r br a u c h s m at eri ali e n  
A g ar o s e g el -El e ktr o p h or e s e k a m m er  Bi o -R a d L a b or at ori e s G m b H, M ü n c h e n  
F P L C -S y st e m :   G E H e alt h c ar e E ur o p e G m b H, Fr ei b ur g  
Ä K T A E x pl or er 1 0  
U V -D et e kt or: U V -9 0 0 0  
G efri ertr o c k n u n g s a nl a g e   M arti n C hri st G efri ertr o c k n u n g s a nl a g e n G m b H,  
Al p h a 1 -2     O st er o d e  
G e n e Fl a s h I m a gi n g S y st e m  S y n g e n e E ur o p e,  C a m bri d g e, U K  
H P L C -S y st e m :    W at er s G m b H, E s c h b or n  
W at er s Alli a n c e 2 6 9 5  
U V -D et e kt or: W at er s 2 4 8 7  
Fl u or e s z e n z -D et e kt or: W at er s 2 4 7 5  
I m a g er, F u si o n F X 7   P E Q L A B Bi ot e c h n ol o gi e G m b H, Erl a n g e n  
I n k u b at or    H er a e u s H ol di n g G m b H, H a n a u  
I n k u b at or f ür F er m e nt ati o n  N e w Br u n s wi c k S ci e ntifi c, E di s o n, U S A  
Mi kr o pl att e n -R e a d er C L A RI O st ar  B M G L A B T E C H G m b H, Ort e n b er g  
N a n o Dr o p ®  N D -1 0 0 0   P E Q L A B Bi ot e c h n ol o gi e G m b H, Erl a n g e n  
S p e ktr al p h ot o m et er  
Nitr o z ell ul o s e m e m br a n 0, 4 5 µ m  G E H e alt h c ar e E ur o p e G m b H, Fr ei b ur g  
P C R -M a st er c y cl er    E p p e n d orf  A G, H a m b ur g  
p H -El e ktr o d e     V W R I nt er n ati o n al G m b H, Dr e s d e n  
p H -M e s s g er ät A B L 5    R a di o m et er G m b H , Kr ef el d  
S D S -G el el e ktr o p h or e s e S y st e m  Bi o -R a d L a b or at ori e s G m b H, M ü n c h e n  
S e mi dr y -Bl ot -S y st e m    Bi o -R a d L a b or at ori e s G m b H, M ü n c h e n  
S prit z e nfilt er ( 0, 4 5 µ m)   C or ni n g I n c or p or at e d, N e w Y or k, U S A  
Ultr a s c h all g er ät S o n o p u l s H D 7 0 B A N D E LI N el e ctr o ni c G m b H & C o. K G , B erli n 
Ultr a s c h all g er ät U P 1 0 0 H   Hi el s c h er Ultr a s o ni c s G m b H, T elt o w  
U V/ Vi s  S p e ktr o m et er    S hi m a d z u, K y ōt o , J a p a n 
U V mi ni 1 2 4 0  
Vi v a s pi n  2 0 K o n z e ntr at or e n mit  S art ori u s, G ötti n g e n  
5 k D a c ut off -M e m b r a n  
Z ell k ult uri n k u b at or, B B D 6 2 2 0  H er a e u s H ol di n g G m b H, H a n a u  
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2. 2  M ol e k ul ar bi ol o gi s c h e M et h o d e n  
2. 2. 1  R e p etiti v e I W -S e q u e n z s y nt h eti si e r e n  
Di e D N A mit d er r e p etiti v e n I W-S e q u e n z w ur d e n a c h f ol g e n d er V or g a b e  v o n d er Fir m a Lif e 
T e c h n ol o gi e s s y nt h eti si ert : 
R RI S I WI WK D Q N V H Y I WI WV T K P N E Y I WI WK D Q N V H Y I WI WV T K P N E Y I WI WK D Q N V H Y  
I WI WV T K P N E Y I WI WK D Q N V H Y I WI W 
Di e r e p etiti v e S e q u e n z b ei n h alt et 1 6 -m al I W u n d h at ei n e Gr ö ß e v o n 2 6 4  B a s e n p a ar e n 
( b p). Z wi s c h e n di e s e n ei n z el n e n Di p e pti d e n wur d e n a b w e c h s el n d z w ei v er s c hi e d e n e 
S p a c er mit j e si e b e n A mi n o s ä ur e n ei n g e br a c ht. A m 5' u n d 3' E n d e d er c o di e r e n d e n 
S e q u e n z w ur d e n S c h nitt st ell e n f ür di e R e stri kti o n s e n z y m e X m nI  ( G A A G G A T T T C) u n d 
E c o RI ( G A A T T C) e nt w orf e n , u m ei ne dir e kt e I n s erti o n i n ei n V e kt or -S y st e m z u 
er m ö gli c h e n. Di e s e s r e p etiti v e D N A -Fr a g m e nt w ur d e v o n Lif e T e c h n ol o gi e s i n ei n p M K -R Q 
Pl a s mi d mit K a n a m y ci n -R e si st e n z kl o ni ert u n d l y o p hili si ert.  D a s l y o p hili si ert e Pl a s mi d 
( 5 µ g) w ur d e i n 5 0  µl Tri s h y dr o x y m et h yl a mi n o m et h a n -E D T A ( T E )-P uff er g el ö st, alli q u oti ert 
u n d bi s z ur  w eit er e n V er w e n d u n g b ei -2 0  ° C g el a g ert.   
2. 2. 2  D e si g n v o n Oli g o n u kl e oti d -Pri m e r n  
E s w ur d e n v er s c hi e d e n e Oli g o n u kl e oti d e al s St art er m ol e k ül e ( Pri m er) f ür di e P ol y m er a s e -
K ett e nr e a kti o n ( P C R) , f ür di e Kl o ni er u n g u n d S e q u e n zi er u n g  h er g e st ellt. Ei ni g e Pri m er 
w ur d e n n a c h A n g a b e n d e s K.  l a cti s Pr ot ei n E x pr e s si o n Kit s  f ür di e S e q u e n zi er u n g 
s y nt h eti si ert ( S e q pri m er 1 _ F, S e q pri m er 2 _ F u n d S e q pri m er 3 _ R). A n d er e Pri m er di e nt e n 
z ur  Kl o ni er u n g  u m  b e sti m mt e  D N A -A b s c h nitt e  i n  di e  D N A  ei n z u b a u e n 
( M A LI W _ p L A C _ X h o _ F u n d M A LI W _ p L A C _ E c o _ R). F ür di e r e stli c h e n Pri m er w ur d e n di e 
j e w eili g e n S e q u e n z a b s c h nitt e a u s d er S oft w ar e Cl o n e 4 i n d a s O nli n e -W er k z e u g Pri m er 3  
mit f ol g e n d e n P ar a m et er n ei n g e g e b e n: A n n e ali n g -T e m p er at ur  ( T a): 5 7-6 3  ° C, 
Pri m er gr ö ß e: 2 0 -2 7  b p, G C -G e h alt: 4 0 -7 0  %. Di e Pri m er er hi elt e n d a s K ür z el f ür ei n e n 
V or w ärt s ( F or w ar d ; F)- o d er R ü c k w ärt s ( R e v er s e ; R)-Pri m er. Di e i m R a h m e n di e s er Ar b eit 
v er w e n d et e n Oli g o n u kl e oti d e si n d u nt er 2. 1. 8  a uf g eli st et.  
2. 2. 3  A m plifi k ati o n v o n D N A -Fr a g m e nt e n  
Di e P C R  di e nt e z ur i n vitr o-A m plifi k ati o n d er D N A u nt er V er w e n d u n g v o n g e e i g n et e n 
Pri m er n . Di e P C R-Pr o d u kt e  w ur d e n f ür di e Kl o ni er u n g  o d er f ür di e S e q u e n zi er u n g 
v er w e n d et. F all s ei n e Ei nf ü hr u n g v o n R e stri kti o n s - u n d E n z y m s c h nitt st ell e n i n D N A -
A b s c h nitt e n öti g w ar, w ur d e n Pri m er mit d e n g e w ü n s c ht e n z u s ät zli c h e n 
M at eri al u n d M et h o d e n  
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N u kl e oti d s e q u e n z e n  f ür di e Kl o ni er u n g v er w e n d et. Di e ei n g e s et zt e n Pri m er w ur d e n, wi e 
b er eit s u nt er 2. 2. 2  b e s c hri e b e n, f ür j e d e s A m pli k o n s p e zifi s c h e nt w orf e n.  I m F ol g e n d e n wir d 
d er all g e m ei n e A bl a uf d er P C R b e s c hri e b e n, d er i m m er gl ei c h i st.  Al s  er st e s erf ol gt  ei n e 
i niti al e D e n at uri er u n g z ur A kti vi er u n g d er P ol y m er a s e n. A n s c hli e ß e n d f ol gt e n di e 
A m plifi k ati o n s z y kl e n d er P C R. Ei n D e n at uri er u n g s s c hritt di e nt e d a z u, di e d o p p el str ä n gi g e 
D N A i n Ei n z el str ä n g e a uf z utr e n n e n.  E s s c hl o s s si c h ei n e A nl a g er u n g d er Pri m er 
(A n n e ali n g ), u nt er o pti m al e n T e m p er at ur b e di n g u n g e n d i e s er Pri m er, a n di e ei n z el str ä n gi g e 
D N A a n. Di e g e w ä hlt e  T a w ar a b h ä n gi g v o n d er L ä n g e u n d d e m G C -G e h alt d er 
v er w e n d et e n Pri m er . Al s n ä c h st e s erf ol gt e di e El o n g ati o n d ur c h di e P ol y m er a s e b ei  d er e n 
T e m p er at ur o pti m u m. A b s c hli e ß e n d w ur d e ei n e fi n al e El o n g at i o n s p h a s e d ur c h g ef ü hrt. Di e 
L e er w ert k o ntr oll e b e i d er P C R erf ol gt e mit st eril e m n u kl e a s efr ei e m W a s s er.  Di e P C R -
Pr o d u kt e w ur d e n bi s z ur w eit er e n V er w e n d u n g k ur z z eiti g b ei 4  ° C u n d l a n gfri sti g b ei -2 0  ° C 
g el a g ert. D a s P C R -Pr o gr a m m u n d di e j e w eili g e v er w e n d et e P ol y m er a s e z ur A m plifi k ati o n 
d er D N A  w er d e n  i n d e n e nt s pr e c h e n d e n K a pit el n i m D et ail b e s c hri e b e n.  
2. 2. 4  A g a r o s e -G el el e ktr o p h or e s e  
Di e A g ar o s e -G el el e ktr o p h or e s e di e nt e z ur A n al y s e  o d er  z ur I s oli er u n g v o n D N A -
Fr a g m e nt e n. E s w ur d e ei n e h ori z o nt al e, n ati v e A g ar o s e -G el el e ktr o p h or e s e  mit  
v er s c hi e d e n e n K o n z e ntr ati o n e n , j e n a c h Gr öß e d e s a uf z utr e n n e n d e n Fr a g m e nt s, 
v er w e n d et. Hi erf ür w ur d e ei n e b e sti m mt e M e n g e A g ar o s e ( 1 -1, 5  %) a b g e w o g e n u n d mit 
1  x  Tri s -A c et at -E D T A ( T A E )-P uff er g e mi s c ht. D a s G e mi s c h w ur d e s o l a n g e er hit zt, bi s si c h 
di e A g ar o s e i m P uff er k o m pl ett g el ö st h att e. N a c h Z u g a b e v o n Et hi di u m br o mi d ( 0, 5  µ g/ ml 
E n d k o n z e ntr ati o n ) w ur d e d a s G el g e g o s s e n. F ür a n al yti s c h e A g ar o s e g el e w ur d e n di e D N A -
Pr o b e n  mit 6  x  L o a di n g D y e S ol uti o n  v er mi s c ht u n d 1 0  µl i n di e T a s c h e n ei n e s 
e nt s pr e c h e n d e n  A g ar o s e g el s pi p etti ert. Di e A uftr e n n u n g erf ol gt e b ei 1 0 0 -1 2 0  V. U m di e 
Fr a g m e nt gr ö ß e n c h ar a kt eri si er e n z u k ö n n e n, w ur d e n z u s ät zli c h L ä n g e n st a n d ar d s a uf d a s 
G el a uf g etr a g e n. Di e G el d o k u m e nt ati o n erf ol gt e mit d e m G e n e Fl a s h I m a gi n g S y st e m 
( S y n g e n e Bi o I m a gi n g) u nt er U V-Li c ht. F ür pr ä p ar ati v e A g ar o s e g el e  w ur d e n 5 0  μl d er D N A -
Pr o b e ( v er s et zt mit 6  x  L o a di n g D y e S ol uti o n) a uf g etr a g e n u n d  a n al o g d er B e di n g u n g e n f ür 
a n al yti s c h e G el e a uf g etr e n nt. N a c h d er D et e kti o n d er B a n d e n w ur d e n di e g e w ü n s c ht e n 
D N A -Fr a g m e nt e mit ei n e m st eril e n  S k al p ell a u s g e s c h nitt e n u n d a n s c hli e ß e n d mit ei n e m  
e nt s pr e c h e n d e n Kit f ür di e Q u a ntifi zi er u n g a uf g er ei ni gt.  
2. 2. 5  B e sti m m u n g d er D N A -K o n z e ntr ati o n  
Di e B e sti m m u n g d er D N A -K o n z e ntr ati o n n a c h d er Pr ä p ar ati o n o d er A ufr ei n i g u n g a u s d e m 
A g ar o s e g el w ur d e mit d e m N a n o Dr o p ®  N D -1 0 0 0  S p e ktr al p h ot o m et e r v o n P E Q L A B  
d ur c h g ef ü hrt. Hi er b ei h a n d elt e e s si c h u m ei n Mi cr o -U V/ Vi s -S p e ktr al p h ot o m et er, w el c h e s 
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z ur K o n z e ntr ati o n s b e sti m m u n g v o n kl ei n e n V ol u mi n a g e ei g n et w ar. F ür di e M e s s u n g 
w ur d e n j e 2  μl d er D N A v o n d er A u s g a n g s pr o b e a uf di e M e s sfl ä c h e g e g e b e n u n d di e 
A b s or pti o n b ei d e n W ell e nl ä n g e n 2 3 0, 2 6 0 u n d 2 8 0  n m g e m e s s e n. Di e 
K o n z e ntr ati o n s b er e c h n u n g erf ol gt e a uf d er Gr u n dl a g e, d a s s d er A b s or pti o n s w ert 1 b ei d er 
W ell e nl ä n g e v o n 2 6 0 n m ei n er D N A K o n z e n tr ati o n v o n 5 0 μ g/ ml e nt s pr a c h. All e M e s s u n g e n 
w ur d e n al s D o p p el b e sti m m u n g d ur c h g ef ü hrt.   
2. 2. 6  Pl a s mi d -V e r vi elf älti g u n g  
2. 2. 6. 1  Tr a n sf or m ati o n  
D a s p M K -R Q Pl a s mi d mit d er r e p etiti v e n I W -S e q u e n z  (2. 2. 1 ) m u s st e f ür w eit er e 
E x p eri m e nt e v e r vi elf älti gt w er d e n. Hi erf ür w ur d e n k o m p et e nt e D H 5 α E.  c oli  Z ell e n a uf Ei s  
a uf g et a ut u n d 5 0  µl d a v o n i n  ei n n e u e s R e a kti o n s g ef ä ß pi p etti ert . Z u d e n B a kt eri e n w ur d e n 
2 0  n g d e s g el ö st e n p M K -R Q Pl a s mi d s z u g e g e b e n u n d f ür 3 0  mi n a uf Ei s i n k u bi ert. N a c h 
3 0  s  b e i 4 2 ° C i m W a s s er b a d w ur d e d a s R e a kti o n s g ef ä ß s of ort wi e d er a uf Ei s ü b erf ü hrt, 
2 5 0  µl S O C -M e di u m ( a uf R a u mt e m p er at ur ( R T )) d a z u g e g e b e n u n d f ür 1 h b ei 3 7  ° C 
i n k u bi ert. A n s c hli e ß e n d w ur d e n 2 0  µl a uf ei n er v or g e w är mt e n A g ar p l att e ( L B-A g ar + 
2 5  µ g/ ml K a n a m y ci n ( K a n) ) a u s pl atti ert. Al s N e g ati v k o ntr oll e w ur d e ei n e Tr a n sf or m ati o n 
o h n e Pl a s mi d z u g a b e d ur c h g ef ü hrt u n d di e s e Pr o b e e b e nf all s wi e b e s c hri e b e n a u s pl atti ert. 
Di e  A g ar p l att e n w ur d e n ü b er N a c ht bei 3 7  ° C i n k u bi ert. 
2. 2. 6. 2  Pl a s mi d a uf r ei ni g u n g u n d K o nt r oll v er d a u  
Z w ei  Kl o n e (I W Kl o n  1, I W Kl o n  2) w ur d e n v o n d er A g ar p l att e (2. 2. 6. 1 ) mit ei n e m st eril e n  
Z a h n st o c h er g e pi c kt u n d i n j e ei n R ö hr c h e n mit 5  ml L B -M e di u m + 2 5  µ g/ ml K a n ü b erf ü hrt. 
Di e R ö hr c h e n w ur d e n b ei 3 7  ° C ü b er N a c ht i n k u bi ert ( V o r k ult ur). V o n d e n V or k ult ur e n 
w ur d e n j e 1  ml i n 1 0 0  ml L B -M e di u m + 2 5  µ g/ ml  K a n g e g e b e n , b ei 3 7 ° C i n k u bi ert u n d b ei 
ei n er  o pti s c h e n Di c ht e v o n 1, 7 b ei 6 0 0  n m  (O D 6 0 0 ) g e er nt et. Mit d e n K ult ur e n w ur d e ei n e 
Mi di pr e p Pl a s mi d a ufr ei ni g u n g mit d e m J et St ar 2. 0 Pl a s mi d P urifi c ati o n Kit  v or g e n o m m e n . 
Di e D ur c hf ü hr u n g erf ol gt e , wi e i n d er Pr o d u kt a nl eit u n g b e s c hri e b e n , mit f ol g e n d e n 
M o difi k ati o n e n : di e Z ell e n wur d e n  b ei 5. 0 0 0  x  g f ür 1 0  mi n i n 5 0  ml R e a kti o n s g ef ä ß e n 
p ell eti ert. N a c h d er L y s e u n d Pr ä zi pit ati o n  w ur d e d a s  L y s at i n Ultr a z e ntrif u g e nr ö hr c h e n 
ü b erf ü hrt u n d l a ut Pr ot o k oll z e ntrif u gi ert. N a c h El uti o n d er D N A mit 5  ml El uti o n s p uff er  u n d 
Z u g a b e v o n 3, 5  ml I s o pr o p a n ol w ur d e d a s El u at  v o n ei n e m Kl o n  a uf  2  ml R e a kti o n s g ef ä ß e 
a uf g et eilt u n d f ür 3 0  mi n b ei 1 2. 0 0 0  x  g u n d 4  ° C  z e ntrif u gi ert. Z u m W a s c h e n d er D N A -
P ell et s w ur d e i n j e d e s R e a kti o n s g ef ä ß 5 0 0  µl 7 0  % Et h a n ol g e g e b e n. Di e D N A -P ell et s 
w ur d e n  mit 2 0  µl  a ut o kl a vi ert e m  d o p p elt d e stilli ert e m W a s s er  (d d H 2 O ) g el ö st u n d di e 
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R e s u s p e n si o n e n v o n ei n e r Ur s pr u n g s k ult ur (I W Kl o n 1 o d er  I W Kl o n 2)  wi e d er  z u s a m m e n 
pi p etti ert.  
Di e K o n z e ntr ati o n d er D N A w ur d e a m N a n o Dr o p ®  g e m e s s e n  (2. 2. 5 ) u n d e s f ol gt e ei n 
K o ntr oll v er d a u v o n j e 1  µ g d e s g er ei ni gt e n Pl a s mi d s mit d e n R e stri kti o n s e n z y m e n E c o RI -
H F u n d X m n I (T a b ell e 2 .1 ).  
T a b ell e 2 .1 :  R e a kti o n s a n s at z b ei m K o nt r oll v er d a u v o n I W Kl o n  1 u n d I W Kl o n  2  
K o m p o n e nt e n f ür 1 x A n s at z  I W Kl o n 1 I W Kl o n 2 
Pl a s mi d D N A  1, 1 µl ( 1 µ g)  1, 3 µl ( 1 µ g)  
1 0 x C ut S m art P uff er  2 µl  2 µl  
E c o RI -H F  ( 2 0 Ei n h eit e n/ µl) 0, 5 µl  0, 5 µl  
X m nI  ( 2 0 Ei n h eit e n/ µl) 0, 5 µl  0, 5 µl  
n u kl e a s efr ei e s W a s s er  1 5, 9 µl  1 5, 7 µl  
I n k u b ati o n 1 h b ei 3 7 ° C  
 
Di e Pr o d u kt e d e s V er d a u s w ur d e n f ür 1 0  mi n b ei 6 5  ° C hit z ei n a kti vi ert u n d mit ei n e m 
1, 5  %i g e n A g ar o s e g el a uf g etr e n nt  (2. 2. 4 ). Di e Pl a s mi d -D N A w ur d e  b i s z ur w eit er e n 
V er w e n d u n g b ei -2 0  ° C g el a g ert.  
2. 3  Pr ot ei n bi o c h e mi s c h e M et h o d e n  
2. 3. 1  Pr ot ei n b e sti m m u n g  
F ür di e D ur c hf ü hr u n g d er e n z y m ati s c h e n H y dr ol y s e u n d f ür di e A u s b e ut e b er e c h n u n g w ur d e 
ei n e Pr ot ei n b e sti m m u n g mitt el s Bi ci n c h o ni n s ä ur e -A s s a y ( B C A -A s s a y) i n ei n er 9 6 -W ell -
Mi kr otit er pl att e v o n d e n Pr ot ei n pr o b e n  n a c h d er Pr ot ei nr ei ni g u n g, s o w o hl v or al s a u c h n a c h 
d er e n z y m ati s c h e n H y dr ol y s e ( si e h e 2. 6. 2 ), d ur c h g ef ü hrt. Di e Pr o t ei n q u a ntifi zi er u n g 
erf ol gt e i n ei n er D o p p el b e sti m m u n g. Al s Pr ot ei n st a n d ar d d i e nt e d a s mit g eli ef ert e b o vi n e 
s er u m al b u mi n  ( B S A), w el c h e s mit p h o s p h at g e p uff ert e r S al zl ö s u n g  (P B S ) i n a uf st ei g e n d e n  
li n ear e n K o n z e ntr ati o n e n v o n 2 5  µ g/ ml bi s 2 0 0 0  µ g/ ml v er d ü n nt w ur d e. F ür di e 
Pr ot ei n pr o b e n, di e St a n d ar dr ei h e u n d d e n L e er w ert ( P B S) w ur d e n j e 2 5  µl i n ei n e 9 6 -W ell -
Mi kr otit er pl att e g e g e b e n u n d d a s B C A -R e a g e n z g e mi s c h l a ut H er st ell er a n g a b e n 
hi n z u g ef ü gt. Di e Pl a tt e w ur d e f ür 3 0 mi n b ei 3 7 ° C i n k u bi ert u n d a n s c hli e ß e n d di e 
A b s or pti o n mit d e m Mi kr o pl att e n -R e a d er C L A RI O St ar b ei ei n er  W ell e nl ä n g e v o n 5 6 2  n m 
g e m e s s e n. Di e B e sti m m u n g d er Pr ot ei n k o n z e ntr ati o n erf ol gt e ü b er di e li n e ar e R e gr e s si o n 
d er mit g ef ü hrt e n B S A -St a n d ar d s.  
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2. 3. 2  S D S -P ol y a c r yl a mi d -G el el e ktr o p h or e s e u n d C o o m a s si e -F är b u n g  
Di e  S D S -P ol y a cr yl a mi d -G el el e ktr o p h or e s e (S D S -P A G E ) w ur d e d ur c h g ef ü hrt, u m di e  
Pr ot ei n e x pr e s si o n s o wi e Pr ot ei nr ei ni g u n g z u ü b er pr üf e n. E s w ur d e n S D S -G el e mit 1 0  %, 
1 2  % o d er 1 5  % A cr yl a mi d n a c h L a e m mli g e g o s s e n  ( L a e m mli, 1 9 7 0) ( Z u s a m m e n s et z u n g 
si e h e A n h a n g , 8. 1. 3 ). Z u d e n Pr ot ei n pr o b e n w ur d e ei n 2 -f a c h b z w. 6-f a c h 
N atri u m d o d e c yl s ulf at  (S D S )-L a d e p uff er s o wi e 2 0  m M Dit hi ot hr eit ol  (D T T ) g e g e b e n. 
A n s c hli e ß e n d w ur d e n di e Pr o b e n f ür 1 0  mi n b ei 9 5  ° C g e k o c ht, u m S e k u n d är - u n d 
T erti är str u kt ur e n a uf z u br e c h e n . Z ur Gr ö ß e n b e sti m m u n g w ur d e n 5 μl d e s Pr ot ei n st a n d ar d s  
P a g e R ul er ™ Pr e st ai n e d  Pr ot ei n L a d d er  a uf g etr a g e n. Di e K o n z e ntri er u n g d er Pr ot ei n e 
erf ol gt e z u n ä c h st i m S a m m el g el b ei 8 0  V. N a c h Ei ntritt d er Pr ot ei n e i n d a s Tr e n n g el erf ol gt e 
di e A uftr e n n u n g b ei 1 2 0  V i n 1  x L a uf p uff er. Z ur A n al y s e  d er Pr ot ei n b a n d e n w ur d e d a s G el 
ü b er N a c ht b ei R T i n C o o m a s si e -F är b el ö s u n g g e g e b e n u n d g e s c h w e n kt. A m n ä c h st e n T a g 
w ur d e d a s G el mit E ntf är b erl ö s u n g e ntf är bt u n d di e si c ht b ar e n Pr ot ei n b a n d e n mit Hilf e d e s 
I m a g er F u si o n  F X 7  a u s g e w ert et.    
2. 3. 3  W e st er n Bl ot  
B ei d er v er w e n d et e n M et h o d e h a n d elt e e s  si c h u m ei n S e mi dr y -Bl ot -V erf a hr e n . Di e 
a uf g etr e n nt e n Pr ot ei n e a u s d er S D S -P A G E w ur d e n b ei m B l ott e n a uf ei n e 
Nitr o z ell ul o s e m e m br a n tr a n sf eri ert. Hi erf ür w ur d e ei n 2 -P uff er -S y st e m ( Bl ot p uff er  A  u n d 
Bl ot p uff er  K ) v er w e n d et. Di e G el e w ur d e n j e n a c h Gr ö ß e a uf di e M e m br a n b ei 
u nt er s c hi e dli c h e n m A ( Gr ö ß e d er M e m br a n x 1, 5) f ür 1, 5  h g e bl ott et. D i e M e m br a n w ur d e 
a n s c hli e ß e n d mit  1  x  Tri s -g e p uff ert e r S al zl ö s u n g mit 0, 1  % T w e e n  2 0 ( T B S T ) g e w a s c h e n  
u n d d a n a c h ü b er N a c ht mit Bl o c k i er p uff er ( 5 % Mil c h p ul v er i n 1  x T B S T) b ei 4  ° C i n k u bi ert , 
u m u n s p e zifi s c h e Pr ot ei n bi n d u n g s st ell e n z u bl o c ki er e n. I m A n s c h l u s s d ar a n w ur d e di e 
M e m br a n 3 -m al  f ür j e 5 mi n mit 1  x T B S T g e w a s c h e n u n d d a n n b ei R T f ür 1  h mit d e m 
pri m är e n A nti k ör p er ( A k) i n k u bi ert ( A nti -M B P m o n o kl o n al, 1: 3 0. 0 0 0). N a c h er n e ut e m  
W a s c h e n mit 1  x T B S T ( 3 -m al  j e 5 mi n) erf ol gt e di e I n k u b ati o n mit d e m s e k u n d är e n A k f ür 
3 0  mi n b ei R T ( G o at a nti -m o u s e I g G  H or s er a di s h p er o xi d a s e  (H R P ), 1: 40 .0 0 0). Di e 
v er w e n d et e n A k w ur d e n i n 5  % Mil c h p ul v er mit 1  x T B S T  v er d ü n nt. A n s c hli e ß e n d f ol gt e ei n  
w eit er er W a s c h s c hritt ( 3 -m al  5  mi n mit 1  x T B S T). N a c h di e s e m k o n nt e di e 
Pr ot ei n e x pr e s si o n u nt er V er w e n d u n g v o n C h e mil u mi n e s z e n z ( S u p er Si g n al ™ W e st Pi c o 
C h e mil u mi n e s c e nt S u b str at e ) mit Hilf e d e s I m a g er F u si o n  F X 7  d et e kti ert w er d e n.  
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2. 4  Kl o ni er u n g  i n E. c oli  
F ür di e Pr o d u kti o n d e s g e w ü n s c ht e n I W -r e p etiti v e n Pr ot ei n s i n E.  c oli  w ur d e d a s p M A L 
Pr ot ei n F u si o n & P urifi c ati o n S y st e m v o n N e w E n gl a n d Bi ol a b s g e w ä hlt, w el c h e s gl ei c h z eiti g 
al s  Affi nit ät st a g M B P f ür di e R ei ni g u n g li ef ert e . F ür n ä h er e Erl ä ut er u n g e n d e s E x pr e s si o n s - 
u n d R ei ni g u n g s pri n zi p s si e h e  K a pit el 1. 5. 4. 1 .  
2. 4. 1  V e r d a u v o n Pl a s mi d -D N A u n d V e kt or mit R e st ri kti o n s e n z y m e n u n d 
A ufr ei ni g u n g  
F ür d e n V er d a u w ur d e n 1 0 µ g v o m g er ei ni gt e n Pl a s mi d (I W Kl o n 1 ; 2. 2. 6. 2 ) u n d 5 µ g v o m 
V e kt or p M A L -c 5 X  ei n g e s et zt u n d mit d e n R e stri kti o n s e n z y m e n E c o RI -H F u n d X m nI v er d a ut 
(T a b ell e 2 .2 ). 
T a b ell e 2 .2 :  R e a kti o n s a n s at z b ei m V e r d a u v o n I W Kl o n  1 u n d d e m V e kt or p M A L -c 5 X   
K o m p o n e nt e n f ür 1 x A n s at z  I W Kl o n 1 V e kt or p M A L -c 5 X  
Pl a s mi d D N A  1 1 µl ( 1 0 µ g)  2 5 µl ( 5 µ g)  
1 0 x C ut S m art P uff er  5 µl  5 µl  
E c o RI -H F ( 2 0 Ei n h eit e n/ µl)  0, 5 µl  0, 5 µl  
X m nI  ( 2 0 Ei n h eit e n/ µl) 0, 5 µl  0, 5 µl  
n u kl e a s efr ei e s W a s s er  3 3 µl  1 9 µl  
I n k u b ati o n 3 7 ° C ü b er N a c ht  
 
Di e v er d a ut e n Pr o b e n w ur d e n b ei 6 5  ° C f ür 1 0  mi n h it z ei n a kti vi ert u n d d a n a c h mit ei n e m 
1 , 5 %i g e n A g ar o s e g el a uf g etr e n nt  (2. 2. 4 ). Di e B a n d e n w ur d e n mit ei n e m S k al p ell 
a u s g e s c h nitt e n u n d mit d e m G el e xtr a kti o n s kit J et Q ui c k D N A P urifi c ati o n, wi e i m Pr ot o k oll 
b e s c hri e b e n, a uf g er ei ni gt. Di e El uti o n d er D N A erf ol gt e mit 5 0  µl 6 8  ° C w ar m e m  
n u kl e a s efr ei e m  W a s s er. A n s c hli e ß e n d w ur d e ei n e K o n z e ntr ati o n s b e sti m m u n g a m  
N a n o Dr o p ®  d ur c h g ef ü hrt  (2. 2. 5 ) u n d d i e Pr o b e n bi s z ur w eit er e n V er w e n d u n g b ei -2 0  ° C 
g el a g ert.  
2. 4. 2  Li g ati o n  d er D N A  
D a s Zi elfr a g m e nt u n d d er li n e ari si ert e V e kt or  p M A L -c 5 X  (2. 4. 1 ) w ur d e n mit d e m E n z y m 
Q ui c k T 4 D N A Li g a s e li g i ert. Z u s ät zli c h w ur d e ei n e K o ntr oll e o h n e Z u g a b e d e s I n s ert s 
mit g ef ü hrt  (T a b ell e 2 .3 ).  
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T a b ell e 2 .3 :  R e a kti o n s a n s at z b ei d er Li g ati o n v o m v er d a ut e n I n s ert I W Kl o n  1 mit d e m 
V e kt or p M A L -c 5 X  b z w. d e m K o nt r oll a n s at z  
K o m p o n e nt e n f ür 1 x A n s at z  Pr o b e  K o ntr oll e  
D N A ( V e kt or p M A L -c 5 X ) 2 µl ( 3 6, 2 4 n g)  2 µl ( 3 6, 2 4 n g)  
D N A (I n s ert I W Kl o n 1)  1, 9 µl ( 2 0, 1 4 n g)  - 
2 x q ui c k Li g ati o n R e a kti o n s p uff er  1 0 µl  1 0 µl  
Q ui c k T 4 D N A Li g a s e  1 µl  1 µ l 
n u kl e a s efr ei e s W a s s er  6, 1 µl  8 µl  
I n k u b ati o n 1 0 mi n b ei R T  
2. 4. 3  Tr a n sf or m ati o n i n E.  c oli  
N a c h d er Li g ati o n erf ol gt e di e Tr a n sf or m ati o n d e s r e k o m bi n a nt e n Pl a s mi d s ( p M A L -M B PI W) 
i n di e k o m p et e nt e n  B L 2 1 E x pr e s s E.  c oli  Z ell e n. Di e s e Z ell e n w ur d e n a uf Ei s a uf g et a ut u n d  
ei n Ali qi u ot v o n  5 0  µl f ür  di e Tr a n sf or m ati o n ei n g e s et zt. Z u di e s e n 5 0  µl w ur d e n 2  µl d e s  
j e w eili g e n Li g ati o n s a n s at z e s ( 2. 4. 2 ) g e g e b e n u n d n a c h 5 -m al  S c h w e n k e n f ür 3 0 mi n a uf 
Ei s i n k u bi ert. D a n a c h v er w eilt e  d a s R e a kti o n s g ef ä ß r u hi g f ür 2 0 s  b ei 4 2  ° C u n d w ur d e 
a n s c hli e ß e n d wi e d er f ür 5  mi n a uf Ei s g e st ellt. E s w ur d e n 2 0 0  µl S O C -M e di u m 
d a z u g e g e b e n ( b er eit s a uf R T) u n d d a s G ef ä ß f ür 1  h b ei 3 7  ° C s c h ütt el n d i n k u bi ert. D er 
A n s at z s o wi e d er K o ntr oll a n s at z ( o h n e I n s ert) w ur d e n a uf v or g e w är mt e L B  A g ar pl att e n + 
1 0 0  µ g/ ml A m p a u s g e stri c h e n u n d ü b er N a c ht b ei 3 7  ° C i n k u bi ert.   
2. 4. 4  D et e kti o n p o siti v e r Kl o n e  
V o n d er A g ar pl att e mit d e m Pr o b e n a n s at z w ur d e n 2 0  Kl o n e ( Kl o n 1 -2 0) mit st eril e n 
Z a h n st o c h er n g e pi c kt, a uf ei n e Si c h er u n g s pl att e  ( L B-A g ar pl att e + 1 0 0  µ g/ ml A m p) 
g e stri c h e n u n d d er Z a h n st o c h er a n s c hli e ß e n d i n ei n R ö hr c h e n mit 4  ml L B -M e di u m + 
1 0 0  µ g/ ml A m p g e g e b e n. Di e Pl att e u n d di e R ö hr c h e n w ur d e n ü b er N a c ht b ei 3 7  ° C 
i n k u bi ert. A n s c hli e ß e n d erf ol gt e ei n e D N A Mi ni pr e p z ur A ufr ei nig u n g d er Pl a s mi d -D N A  mit 
d e m Kit J et Q ui c k S pi n C ol u m n T e c h ni q u e l a ut Pr ot o k oll a n g a b e n. L e di gli c h n a c h d er  
P ell etr e s u s p e n di er u n g w ur d e j e Kl o n all e s i n 2  ml R e a kti o n s g ef ä ß e ü b erf ü hrt u n d n a c h 
Pr ot o k oll w eit er v erf a hr e n. Di e El uti o n erf ol gt e mit 5 0  µl  6 8  ° C  w ar m e m  n u kl e a s efr ei e m  
W a s s er, w o b ei v or d er Z e ntrif u g ati o n ei n e I n k u b ati o n f ür 1  mi n b ei R T erf ol gt e.  
Mit d er g e w o n n e n e n Pl a s mi d D N A w ur d e v o n a u s g e w ä hlt e n Kl o n e n ei n K o ntr oll v er d a u mit 
d e n E n z y m e n E c o RI -H F u n d B s mI  v or g e n o m m e n  (T a b ell e 2 .4 ). 
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T a b ell e 2 .4 :  R e a kti o n s a n s at z b ei m K o nt r oll v er d a u d er Kl o n e 1 u n d 1 8 -2 0  
K o m p o n e nt e n f ür 1 x A n s at z  Kl o n 1, 1 8 -2 0  
Pl a s mi d D N A  1 0 µl  
1 0 x C ut S m art P uff er  2 µl  
E c o RI -H F ( 2 0 Ei n h eit e n/ µl)  1  µl  
n u kl e a s efr ei e s W a s s er  7 µl  
I n k u b ati o n 3 0 mi n b ei 3 7 ° C  
B s mI  ( 2 0 Ei n h eit e n/ µl) 1 µl  
I n k u b ati o n 3 0 mi n b ei 6 5 ° C  
 
All e Pr o d u kt e d e s  K o ntr oll v er d a u s  w ur d e n mit ei n e m  1, 5  %i g e n  A g ar o s e g el a uf g etr e n nt 
(2. 2. 4 ) u n d b i s z ur w eit er e n V er w e n d u n g b ei -2 0  ° C g el a g ert.  
Di e Kl o n e 1 8 u n d 1 9 s ollt e n s e q u e n zi ert w er d e n. Hi er b ei w ur d e  ü b er pr üft, o b d a s I n s ert di e 
ri c hti g e P o siti o n u n d Ori e nti er u n g b e s a ß. Di e D N A -K o n z e ntr ati o n a u s d er Mi ni pr e p w ur d e 
mit d e m N a n o Dr o p ®  g e m e s s e n  (2. 2. 5 ) u n d di e D N A mit n u kl e a s efr ei e m W a s s er a uf 1  n g/ µl 
v er d ü n nt. F ür di e P C R z ur V er vi elf älti g u n g d e s D N A -A b s c h nitt s w ur d e n di e Pri m er 
M B P _I W _ F u n d M B P _I W _ R g e n ut zt  (T a b ell e 2 .5 ).  
T a b ell e 2 .5 :  R e a kti o n s a n s at z d e r P C R mit 1  x T a q D N A P ol y m er a s e ( 2 5 μl A n s at z)  
K o m p o n e nt e n f ür 1 x A n s at z  Kl o n 1 8 u n d 1 9  
Pl a s mi d D N A ( 1 n g/ µl)  1 µl  
1 0 x T h er m o P ol P uff er  2, 5 µl  
d’ N T P ( 1 0 m M)  0, 5 µl  
P ol y m er a s e  (5 Ei n h eit e n/ µl)  0, 1 2 5 µl  
Pri m er F ( 1 0 μ M)  0, 5 µl  
Pri m er R ( 1 0 μ M)  0, 5 µl  
n u kl e a s efr ei e s W a s s er  1 9, 8 8 µl  
 
Di e A m plifi k ati o n erf ol gt e u nt er f ol g e n d e n B e di n g u n g e n:  
9 5  ° C 3 0  s  
9 5  ° C 2 0  s  
6 0 ° C  3 0 s              3 2 x  
6 8  ° C 6 0 s  
6 8 ° C  5 mi n  
1 0 ° C  ∞  
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Di e P C R -Pr o d u kt e w ur d e n a uf ei n 1, 5  %i g e s A g ar o s e g el z ur A n al y s e a uf g etr a g e n (2. 2. 4 ) 
u n d d i e S e q u e n zier u n g d er D N A v o n d e n Kl o n e n 1 8 u n d 1 9 w ur d e v o n d er Ar b eit s gr u p p e 
D N A S e q u e n ci n g a m  M a x -Pl a n c k -I n stit ut f ür M ol e k ul ar e Z ell bi ol o gi e u n d G e n eti k i n 
Dr e s d e n d ur c h g ef ü hrt. D af ür w ur d e n j e Kl o n 2 2 0 -2 3 0  n g u n d j e 1 0  µ M  v o m Pri m er  
M B P _I W _ R ei n g e s et zt. Di e S e q u e n zi er u n g erf ol gt e b ei 5 8  ° C u n d di e S e q u e n z e n w ur d e n 
mit d er S oft w ar e C o d o n C o d e Ali g n er a u s g e w ert et.  Di e w eit er e n V er s u c h e w ur d e n mit d e m 
Kl o n  1 8 d ur c h g ef ü hrt, w el c h er n a c h f ol g e n d al s p M A LI W K 1 8 b e z ei c h n et wir d. 
2. 5  K u lti vi er u n g u n d E x pr e s si o n mit E. c oli  
2. 5. 1  L a g er u n g d er p o siti v e n Kl o n e  
V o n d e m Kl o n p M A LI W K 1 8 w ur d e ei n e  Gl y c er ol st a m ml ö s u n g  f ür di e L a g er u n g h er g e st ellt. 
Hi erf ür w ur d e d er Kl o n mit ei n e m st eril e n Z a h n st o c h er v o n d er  Si c h er u n g s pl att e g e pi c kt , 
ei n e K ult ur ( 1 0 0  ml K ol b e n) mit 2 0 ml L B -M e di u m + 0, 2  % Gl u k o s e + 1 0 0  µ g/ ml A m p d a mit 
a n g ei m pft  u n d ü b er N a c ht  i m I n k u b ati o n s s c h üttl er b ei 3 0  ° C u n d 1 5 0  r p m i n k u bi ert. I n 
1 0  Kr y o k o n s er vi er u n g sr ö hr c h e n w ur d e n  3 0 0  µl a ut o kl a vi ert e s Gl y c er ol g ef üllt u n d j e 
R ö hr c h e n 6 0 0  µl a u s d er K ult ur d a z u g e g e b e n. N a c h ei n er D ur c h mi s c h u n g w ur d e n di e 
Gl y c er ol s t a m ml ö s u n g e n i n fl ü s si g e m Sti c k st off s c h o c k g efr or e n  u n d bi s z u i hr er 
V er w e n d u n g b ei -8 0  ° C g el a g ert.  
2. 5. 2  O pti mi e r u n g d er Pr ot ei n pr o d u kti o n d e s  l ö sli c h e n M B P-I W mit d e m 
Kl o n p M A LI W K 1 8  
E s w u r d e n u nt er s c hi e dli c h e W a c h st u m s b e di n g u n g e n z ur O pti mi er u n g d er E x pr e s si o n d e s 
l ö sli c h e n Pr ot ei n s M B P-I W g e pr üft. Al s P ar a m et er w ur d e n v er s c hi e d e n e I P T G-
K o n z e ntr ati o n e n f ür di e I n d u kti o n ( 0, 0 5  m M, 0, 1  m M, 0, 5  m M u n d 1  m M I P T G), 
T e m p er at ur e n w ä hr e n d d er I n k u b ati o n ( 2 5  ° C, 3 0  ° C u n d 3 7  ° C) s o wi e u nt er s c hi e dli c h e 
W a c h st u m s z eit p u n kt e n a c h d e r I n d u kti o n g et e st et. Di e K ult ur e n ( L B -M e di u m +  0, 2  % 
Gl u k o s e + 1 0 0  µ g/ ml A m p) w ur d e n mit d er  Gl y c er ol s t a m ml ö s u n g d e s Kl o n s  p M A LI W K 1 8  
a n g ei m pft u n d b ei ei n er O D 6 0 0  v o n 0, 5 -0, 6 mit I P T G i n d u zi ert. N a c h d er I n d u kti o n w ur d e n 
z u b e sti m mt e n Z eit p u n kt e n ( 1  h, 2  h u n d 3  h b ei 3 7  ° C I n k u b ati o n; 4  h,  6  h, 2 1  h, 2 8  h u n d 
4 8  h b ei 3 0  ° C u n d 2 5  ° C I n k u b ati o n) di e O D 6 0 0  g e m e s s e n, ei n e Pr o b e e nt n o m m e n ( w el c h e 
a uf O D 6 0 0  1 n or mi ert  w ur d e ) un d 5  mi n b ei 1 2. 0 0 0  x  g z e ntrif u gi ert. D a s P ell et w ur d e i n 
4 0 0  µ L Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e -S ä ul e n p uff er + c O m pl et e ™ Pr ot e a s ei n hi bit or C o c kt ail  
(ei n e T a bl ett e pr o 2 5  ml S ä ul e n p uff er ) r e s u s p e n di ert u n d a uf Ei s mitt el s Ultr a s c h all 
a uf g e s c hl o s s e n ( 4  x 1 0  s , mit j e w eil s 1 0  s  P a u s e). A n s c hli e ß e n d erf ol gt e ei n e Z e ntrif u g ati o n 
f ür 2 mi n b ei 1 2. 0 0 0  x  g u n d 4  ° C. D er Ü b er st a n d w ur d e mit 6  x S D S -L a d e p uff er u n d 2 0  m M 
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D T T v er s et zt (l ö sli c h e s Pr ot ei n) u n d d a s P ell et i n 4 0 0  µl  Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e -
S ä ul e n p uff er  +  c O m pl et e ™ Pr ot e a s ei n hi bit or C o c kt ail  g el ö st, 1 0 0  µl e nt n o m m e n u n d 
e b e nf all s mit 6  x S D S -L a d e p uff er u n d 2 0  m M D T T v er s et zt ( u nl ö sli c h e s Pr ot ei n). All e 
Pr o b e n w ur d e n f ür 1 0  mi n b ei 9 5  ° C g e k o c ht u n d a n s c hli e ß e n d mit  S D S -P A G E  a n al y si ert  
(2. 3. 2 ). 
2. 5. 3  Pr ot ei n pr o d u kti o n mit d e m  Kl o n p M A L I W K 1 8 
N a c h O pti mi er u n g e n d er W a c h st u m s b e di n g u n g e n u n d d e s A uf s c hl u s s e s d er P ell et s w ur d e 
di e Pr o d u kti o n v o m r e k o m bi n a nt e n M B P -I W-K o n str u kt wi e f ol gt d ur c h g ef ü hrt. E s w ur d e n 
z w ei V or k ult ur e n ( 5 0 0  ml K ol b e n) m it j e w eil s 1 0 0 ml L B -M e di u m + 0, 2  % Gl u k o s e +  
1 0 0  µ g/ ml A m p mit d er  Gl y c er ol s t a m ml ö s u n g (p M A LI W  K 1 8 , 2. 5. 1 ) a n g ei m pft u n d d i e 
K ol b e n i m I n k u b ati o n s s c h üttl er b ei 3 7  ° C u n d 1 5 0  r p m bi s z u m Err ei c h e n ei n er O D 6 0 0  v o n 
4, 5 -5, 0 i n k u bi ert . Di e b ei d e n V or k ult ur e n w ur d e n v er ei nt  u n d di e O D 6 0 0  n o c h m al s 
g e m e s s e n . Mit di e s er v er ei nt e n V or k ult ur w ur d e n s e c h s  H a u pt k ult ur e n  i n 2  l K ol b e n  mit 
j e w eil s 5 0 0  ml L B -M e di u m + 0, 2  % Gl u k o s e + 1 0 0  µ g/ ml  A m p a n g e z o g e n. Di e 
H a u pt k ult ur e n w ur d e n  d af ür  mit e i n er O D6 0 0  v o n 0, 3 a u s d er V or k ult ur a n g ei m pft. All e 
K ol b e n w ur d e n b ei 3 0  ° C u n d 1 5 0  r p m bi s z u m Err ei c h e n ei n er O D6 0 0  v o n 0, 5 -0, 6  i n k u bi ert. 
Di e K ult ur e n w ur d e n mit 0, 1  m M I P T G i n d u zi ert u n d n a c h 7 -8  h b ei 2 5  ° C u n d 1 5 0  r p m 
g e er nt et. Hi erf ür m u s st e n  di e s e  n a c h ei n a n d er a uf Z e ntrif u g e n b e c h er v ert eilt u n d b ei 
4. 0 0 0  x  g f ür 1 0  mi n ( 4  ° C ) z e ntrif u gi ert  w er d e n . Der Ü b er st a n d w ur d e v er w orf e n,  i n di e 
B e c h er er n e ut K ult ur g e g e b e n u n d u nt er d e n gl ei c h e n B e di n g u n g e n z e ntrif u gi ert, bi s di e 
g e s a mt e Bi o m a s s e i s oli ert w ur d e. Di e P ell et s ( dr ei St ü c k j e  d ur c h g ef ü hrt er  Bi o m a s s e -
pr o d u kti o n ) w ur d e n g e w o g e n u n d bi s z ur w eit er e n V er w e n d u n g d er Pr ot ei nr ei ni g u n g 
b ei -2 0  ° C g el a g ert.  
2. 6  Pr ot ei nr ei ni g u n g  v o n M B P -I W a u s E. c oli  u n d I s ol ati o n v o m 
r e k o m bi n a nt e n  I W 
2. 6. 1  Pr ot ei nr ei ni g u n g  
2. 6. 1. 1  Z ell a uf s c hl u s s  
Di e  Z ell e n  d er Bi o m a s s e pr o d u kti o n ( 2. 5. 3 ) w ur d e n  a uf Ei s a uf g et a ut u n d pr o 1  g P ell et mit 
5  ml Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e -S ä ul e n p uff er + c O m pl et e ™ Pr ot e a s ei n hi bit or C o c kt ail ( ei n e 
T a bl ett e pr o 2 5  ml S ä ul e n p uff e n)  r e s u s p en di ert. Z u s ät zli c h w ur d e n 1 0  µ g/ ml R N a s e u n d 
5  µ g/ ml  D N a s e z u g e g e b e n u n d all e s f ür 3 0  mi n a uf E i s i n k u bi ert. Di e S u s p e n si o n w ur d e i n 
ei n Ultr a z e ntrif u g e nr ö hr c h e n ü b erf ü hrt u n d mit  fl ü s si g e m Sti c k st off g efr or e n. Z u m A uft a u e n 
w ur d e d a s R ö hr c h e n i n ei n Ei s b a d  g e g e b e n. D er Z ell a uf s c hl u s s erf ol gt e mit Ultr a s c h all a uf 
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Ei s. Di e Pr o b e w ur d e 1 5  x f ür j e 1 0  s g e s c h allt ( S o n o p ul s H D 7 0, P o w er M S 7 2I D, C y cl e % 
z wi s c h e n 9 0  u n d k o nti n ui erli c h ) mit j e 1 0 s  P a u s e i nt er v all e n. A n s c hli e ß e n d w ur d e d a s 
R ö hr c h e n f ür 3 0 mi n b ei 2 0. 0 0 0  x  g b ei 4  ° C z e ntrif u gi ert. D er Ü b er st a n d di e nt e al s Pr o b e 
f ür di e a n s c hli e ß e n d e Pr ot ei nr ei ni g u n g d er l ö sli c h e n Pr ot ei n e. D a s P ell et w ur d e i n 2 5 ml 
Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e -S ä ul e n p uff er r e s u s p e n di ert . Hi er v o n w ur d e n  2 0 0  µl Pr o b e 
e nt n o m m e n , mit 6  x  S D S -L a d e p uff er u n d 2 0  m M D T T v er s et zt u n d f ür 1 0  mi n b ei 9 5  ° C 
g e k o c ht.  
2. 6. 1. 2  R ei ni g u n g  ü b er Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e  
D er  Ü b er st a n d a u s d e m  Z ell a uf s c hl u s s  (2. 6. 1. 1 ) w ur d e  6 -f a c h mit 
Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e -S ä ul e n p uff er  v er d ü n nt u n d d ur c h ei n e n S prit z e nfilt er ( 0, 4 5  µ m) 
st eril filtri ert. D er v er d ü n nt e Ü b er st a n d w ur d e a uf di e S ä ul e g el a d e n u n d d er D ur c hfl u s s 
g e s a m m elt ( d a v o n w ur d e n 2 0 0  µl mit 6  x  S D S -L a d e p uff er u n d 2 0  m M D T T v er s et zt , 
D e n at uri er u n g : 1 0  mi n 9 5  ° C) . A n s c hli e ß e n d f ol gt e ein W a s c h s c hritt ü b er 
1 0  S ä ul e n v ol u m e n ( S V), v o n d e m e b e nf all s a n al o g ei n e Pr o b e g e n o m m e n u n d b e h a n d elt 
w ur d e. Di e El uti o n sfr a kti o n e n  ( 2 0 µl j e Fr a kti o n w ur d e n mit 4  µ L 6  x  S D S -L a d e p uff er s o wi e 
2 0  m M D T T v er s et zt  u n d 1 0  mi n b ei 9 5  ° C d e n at uri ert)  u n d di e a n d er e n Pr o b e n  w ur d e n 
ei n z el n mitt el s S D S -P A G E a n al y si ert  (2. 3. 2 ) u n d bi s z u m n ä c h st e n R ei ni g u n g s s c hritt b ei 
4  ° C g el a g ert.   
S y st e m:  F P L C ( fa st pr ot ei n li q ui d c hr o m at o gr a p h y )-S y st e m  Ä K T A E x pl or er 1 0  
D et e kti o n:   U V: 2 2 0 u n d 2 8 0 n m  
S ä ul e:    1  ml M B P Tr a p H P  
S ä ul e nt e m p er at ur:  4  ° C 
Ei n s prit z v ol u m e n:  9 0 ml  
Fli e ß mitt el:   S ä ul e n p uff er : 2 0 m M Tri s/ H Cl, 1 m M E D T A, 2 0 0 m M N a Cl  
Fl u s sr at e:   0, 5 ml/ mi n  
El uti o n s s y st e m:  S ä ul e n p uff er + 1 0  m M M alt o s e ; Gr a di e nt: 1  S V v o n 0  % a uf 1 0 0  % , 
1 0  S V b ei 1 0 0  %  
El uti o n s v ol u m e n:  5 0 0 µl j e Fr a kti o n  
 
R e g e n er ati o n d er S ä ul e  
Z u er st w ur d e di e S ä ul e mit 1 0  S V  Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e -S ä ul e n p uff er  g e s p ült. 
A n s c hli e ß e n d f ol gt e n 3 -5  S V  d d H 2 O u n d 5  S V 0, 5  M N a O H. D a n a c h w ur d e di e S ä ul e 
wi e d er mit 5 -1 0  S V d d H 2 O g e s p ült u n d z u m S c hl u s s a uf 2 0  % Et h a n ol g e br a c ht u n d b ei 
M at eri al u n d M et h o d e n  
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4  ° C g el a g ert.  Di e  R e g e n er ati o n d er S ä ul e w ur d e n a c h j e d e m R ei ni g u n g s s c hritt 
d ur c h g ef ü hrt.  
2. 6. 1. 3  R ei ni g u n g  ü b er G r ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e  
N a c h  A n al y s e d er Fr a kti o n e n v o m  er st e n R ei ni g u n g s s c hritt  mit Affi nit ä t s c hr o m at o gr a p hi e 
w ur d e n di e 1 1  Fr a kti o n e n, w el c h e d a s m ei st e Pr ot ei n e nt hi elt e n  ( et w a 5, 5 ml) , g e p o olt . V o n 
d e m P o ol w ur d e n  6 0  µl  e nt n o m m e n  (f ür S D S-P A G E) , d er R e st mit Hilf e  ei n e r 5  ml 
I nj e kti o n s s c hl eif e i nji zi ert u n d g er e i ni gt. V o n d e n El uti o n sf r a kti o n en w ur d e n , für di e S D S -
P A G E  (2. 3. 2 ), j e 2 0  µl mit 4  µ L 6  x S D S -L a d e p uff er s o wi e 2 0  m M D T T v er s et zt u n d 1 0  mi n 
b ei 9 5  ° C d e n at uri ert  u n d b i s z ur w eit er e n V er w e n d u n g w ur d e n di e  Fr a kti o n e n b ei 4  ° C 
g el a g ert.  
S y st e m:   F P L C -S y st e m Ä K T A E x pl or er 1 0  
D et e kti o n:   U V: 2 2 0 u n d 2 8 0 n m  
S ä ul e:    Hi L o a d 1 6/ 6 0 0 S u p er d e x 2 0 0  p g  
S ä ul e nt e m p er at ur:  4 ° C  
Ei n s prit z v ol u m e n:  5, 5 ml  
Fli e ß mitt el:  P B S : 1 3 7 m M N a Cl, 2, 7 m M K Cl, 8 m M N a 2 H P O 4 , 1, 5 m M K H2 P O 4 , 
p H 7, 4  
Fl u s sr at e:   1  ml/ mi n  
El uti o n s s y st e m:  i s o kr ati s c h; 1, 5 S V 
El uti o n s v ol u m e n:  7 5 0 µl j e Fr a kti o n  
 
R e g e n er ati o n d er S ä ul e  
N a c h j e d e m R ei ni g u n g s s c hritt w ur d e di e S ä ul e mit 2 -3  S V d d H 2 O g e s p ült. E s f ol gt e ei n 
W a s c h s c hritt mit 1  M N a O H f ür 3  S V. D a n a c h w ur d e di e S ä ul e wi e d er a uf d d H 2 O g e br a c ht 
( 2 S V), a b s c hli e ß e n d mit 2, 5  S V 2 0  % Et h a n ol g e s p ült u n d b ei 4  ° C g el a g ert .  
2. 6. 2  H y dr ol y s e v o n M B P -I W u n d I s ol ati o n d e s r e k o m bi n a nt e n  I W 
2. 6. 2. 1  K o n z e nt ri er u n g  
Di e Fr a kti o n e n n a c h d e m er st e n  o d er z w eit e n R ei ni g u n g s s c hritt, w el c h e di e gr ö ßt e M e n g e 
d e s Pr ot ei n s M B P -I W e nt hi elt e n, w ur d e n g e p o olt. V o n d er g e p o olt e n Pr o b e w ur d e n 6 0  µl 
f ür di e Pr ot ei n b e sti m m u n g (2. 3. 1 ), z ur K o n z e ntr ati o n s b e sti m m u n g v o n M B P-I W v or d er 
K o n z e ntri er u n g,  a b g e n o m m e n . V or d er e n z y m ati s c h e n H y dr ol y s e m u s st e di e Pr o b e 
k o n z e ntri ert w er d e n. Hi erf ür w ur d e n di e Vi v a s pi n  2 0 K o n z e ntr at or e n  mit 5  k D a c ut off -
M at eri al u n d M et h o d e n  
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M e m br a n v er w e n d et. I n d a s R ö hr c h e n w ur d e n 1 5  ml P B S g e g e b e n u n d b ei 4. 7 0 0  x  g f ür 
1 5  mi n b ei 4  ° C z e ntrif u gi ert ( W a s c h s c hritt d er M e m br a n). D er R e st w ur d e v er w orf e n u n d 
a n s c hli e ß e n d di e  Pr o b e hi n ei n g e g e b e n. J e n a c h M e n g e d er Pr o b e erf ol gt e ei n e 
K o n z e ntri er u n g f ür 3 0 -5 0  mi n b ei 4. 7 0 0  x  g u n d 4  ° C, bi s ei n R e st v ol u m e n d er Pr o b e v o n 
1, 5 -2  ml err ei c ht w ur d e.  
2. 6. 2. 2  H y dr ol y s e v o n M B P -I W 
U m di e e n z y m ati s c h e H y dr ol y s e z u st art e n, erf ol gt e  z u er st ei n e Pr ot ei n b e sti m m u n g v o n d er 
k o n z e ntri ert e n Pr o b e ( si e h e  2. 3. 1 ). Di e K o n z e ntr ati o n v o n M B P-I W w ur d e e b e nf all s f ür di e 
s p ät er e A u s b e ut e b er e c h n u n g g e n ut zt . Di e H y dr ol y s e w ur d e i n z w ei  v er s c hi e d e n e n 
A n s ät z e n al s ei n st ufi g er E n z y m v er d a u mit α -C h y m otr y p si n o d er al s z w ei st ufi g er 
E n z y m v er d a u mit α -C h y m otr y p si n u n d T h er m ol y si n d ur c h g ef ü hrt ( T a b ell e 2 .6 ). N a c h d er 
I n k u b ati o n w ur d e d a s H y dr ol y s at b ei -2 0  ° C g el a g ert. E s erf ol gt e ei n e L y o p hili si er u n g 
mitt el s  G efri ertr o c k n u n g u n d di e Pr o b e w ur d e  b ei R T bi s z ur w eit er e n V er w e n d u n g 
a uf b e w a hrt . 
T a b ell e 2 .6 :  R e a kti o n s a n s at z d e r e n z y m ati s c h e n H y dr ol y s e v o n M B P -I W 
H y dr ol y s e d er k o n z e ntri ert e n Pr o b e  
e i n st ufi g er 
E n z y m v er d a u  
z w ei st ufi g er 
E n z y m v er d a u  
p H -Ei n st ell u n g mit N a O H  7, 5 -8, 0  7, 5 -8, 0  
Z u g a b e v o n α -C h y m otr y p si n  1: 1 0 0 E n z y m -Pr ot ei n -V er h ält ni s  ( E-P -V)  
I n k u b ati o n 2 4  h b ei 3 7  ° C 1 6  h b ei 3 7  ° C 
p H -Ei n st ell u n g mit N a O H   7, 8 -8 , 2 
Z u g a b e v o n T h er m ol y si n   1: 1 0 0 E -P -V  
I n k u b ati o n  7 h b ei 7 0  ° C 
 
2. 6. 2. 3  I s ol ati o n v o m r e k o m bi n a nt e n  I W ü b er G r ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at ogr a p hi e  
N a c h d er H y dr ol y s e d er Pr o b e m u s st e d a s r e k o m bi n a nt e I W (rI W) v o n d e n r e stli c h e n 
B e st a n dt eil e n s e p ari ert w er d e n. D af ür  w ur d e ei n e er n e ut e Gr ö ß e n a u s s c hl u s s -
c hr o m at o gr a p hi e d ur c h g ef ü hrt. Al s S ä ul e w ur d e di e S u p er d e x P e pti d 1 0/ 3 0 0 G L v er w e n d et, 
w el c h e  ei n e n o pti m al e n Tr e n n b er ei c h v o n M ol e k ül e n mit ei n er r el ati v e n M ol e k ül m a s s e v o n 
1 0 0 -7 0 0 0 h at. E s w ur d e n z u er st 5 0  µl ei n e s G e mi s c h e s a u s  d e n  f ü nf St a n d ar d s  Al b u mi n 
Fr a kti o n  V  ( 6 6.0 0 0  D a), Br a d y ki ni n ( 1 .0 6 0, 2 2  D a), I W ( 3 1 7, 3 9  D a) , V Y ( 2 8 0, 3 2  D a)  u n d W 
( 2 0 4, 2 3 D a)  mit ei n er j e w eili g e n K o n z e ntr ati o n v o n 1 0 0  µ M v or d er ei g e ntli c h e n Pr o b e z ur 
Id e ntifi k ati o n d er R et e nti o n s z eit v o n I W u nt er d e n n a c hf ol g e n d e n B e di n g u n g e n a uf g etr e n nt.  
M at eri al u n d M et h o d e n  
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Di e h y dr oli si ert e u n d l y o p hili si ert e Pr o b e (2. 6. 2. 2 ) w ur d e i n 4 5 0  µl P h o s p h at p uff er  g el ö st. 
E s  w ur d e n j e L a uf 5 0  µl i nji zi ert, d i e El uti o n sfr a kti o n e n w ur d e n g e s a m m elt u n d bi s z ur 
w eit er e n A n al y s e b ei -2 0  ° C g el a g ert.  
S y st e m:   F P L C -S y st e m Ä K T A E x pl or er 1 0  
D et e kti o n:   U V: 2 2 0 u n d  2 8 0  n m  
S ä ul e:    S u p er d e x P e p ti d 1 0/ 3 0 0 G L 
S ä ul e nt e m p er at ur:  4 ° C  
Ei n s prit z v ol u m e n:  5 0  µl  
Fli e ß mitt el:  P h o s p h at p uff er : 3 0 0 m M N a Cl, 2, 7 m M K Cl,  2, 7 m M K H 2 P O 4 , 
8, 2 8  m M N a 2 H P O 4 , p H 7, 2 
Fl u s s r at e:  0, 5  ml/ mi n  
El uti o n s s y st e m:  i s o kr ati s c h; 1, 8 S V  
El uti o n s v ol u m e n:  5 0 0 µl j e Fr a kti o n  
 
R e g e n e r ati o n d er S ä ul e 
N a c h j e d e m R ei ni g u n g s s c hritt erf ol gt e ei n e R e g e n er ati o n d er S ä ul e ( D et ail s u nt er 2. 6. 1. 3 ). 
B ei di e s er S ä ul e w ur d e l e di gli c h 0, 5  M N a O H a n st att 1  M N a O H v er w e n d et .  
2. 6. 2. 4  R e v er s e d p h a s e -hi g h p erf or m a n c e li q ui d c hr o m at o gr a p h y ( R P -H P L C ) 
Di e El uti o n sfr a kti o n e n  (2. 6. 2. 3 ) w ur d e n a uf g et a ut u n d f ür 1 0  mi n b ei 1 3. 0 0 0  x  g u n d 4  ° C 
z e ntrif u gi ert. V o n j e d er Fr a kti o n w ur d e n 4 0  µl i n d a s H P L C -S y st e m u nt er f ol g e n d e n 
B e di n g u n g e n i nji zi ert.  
S y st e m:   H P L C -S y st e m W at er s Alli a n c e 2 6 9 5  
D et e kti o n:   U V : 2 2 8 u n d 2 8 0 n m  
S ä ul e:    X Bri d g e R P 1 8 S ä ul e ( 5  µ m, 4, 6 x 1 5 0  m m)  
S ä ul e nt e m p er at ur:  R T  
Ei n s prit z v ol u m e n:  4 0 µ l 
Fli e ß mitt el:  L ö s u n g  A : d d H 2 O + 0, 1 5  % H 3 P O 4  u n d L ö s u n g  B: M et h a n ol + 0, 1 5  % 
H 3 P O 4  
Fl u s sr at e:   0, 7 5 ml/ mi n  
El uti o n s s y st e m:  Gr a di e nt: 3 z u 3 5  % L ö s u n g  B i n 2 7  mi n, 3 5 z u 9 7  % L ö s u n g  B i n d e n 
n ä c h st e n 5  mi n, 9 7 z u 3  % L ö s u n g  B i n d e n f ol g e n d e n 5  mi n, R e -
e q uili br ati o n erf ol gt e f ür 2  mi n b ei 3  % L ö s u n g  B   
 
M at eri al u n d M et h o d e n  
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Di e A u s w ert u n g w ur d e mit d er S oft w ar e E m p o w er 3 d ur c h g e f ü hrt. 
2. 7  A n al yti k v o n r I W 
Fr a kti o n e n a u s all e n R ei ni g u n g s a n s ät z e n  d er P r ot ei n e x pr e s si o n mitt el s E.  c oli  mit ei n er rI W 
R ei n h eit ≥  9 6  % ( b e sti m mt i n 2. 6. 2. 4 ) w ur d e n g e p o olt u n d b ei -2 0  ° C ei n g efr or e n. 
A n s c hli e ß e n d w ur d e di e s e Pr o b e l y o p hili si ert u n d i n 1  ml d d H 2 O g el ö st.   
2. 7. 1  R P -H P L C  
Di e g e p o olt e Pr o b e  w ur d e  n o c h m al s mit R P -H P L C u n d U V -D et e kti o n b ei  2 2 8  n m , 2 8 0  n m  
u n d d e n gl ei c h e n Fli e ß mitt el n  wi e u nt er 2. 6. 2. 4  mit f ol g e n d e n A b w ei c h u n g e n  ü b er pr üft :  
Ei n s prit z v ol u m e n:  2 0 µl  
Fl u s sr at e:   1  ml/ mi n  
El uti o n s s y st e m:  Gr a di e nt: 3 z u 5 6  % L ö s u n g  B i n 9  mi n, 5 6 z u 9 7  % L ö s u n g  B i n d e n 
n ä c h st e n 3  mi n, 9 7 z u 3  % L ö s u n g  B i n d e n f ol g e n d e n 5  mi n. Di e R e -
e q uili br ati o n erf ol gt e f ür 3  mi n b ei 3  % L ö s u n g  B  
2. 7. 2  L i q ui d  c hr o m at o gr a p h y-el e ctr o s pr a y  i o ni z ati o n -t a n d e m  m a s s 
s p e ctr o m etr y  ( L C-E SI -M S/ M S)  
Di e g e p o olt e Pr o b e w ur d e z u s ät zli c h mit  d er  L C -E SI -M S/ M S  a n al y si ert. Di e s e A n al y s e 
w ur d e v o n Fr a u Dr. H a g e m a n n v o m I n stit ut f ür L e b e n s mitt el c h e mi e d er T U Dr e s d e n n a c h 
f ol g e n d e n A n g a b e n d ur c h g ef ü hrt ( K ai s er et al., 2 0 1 6).  
2. 7. 3  I d e ntifi zi e r u n g d er N-t er mi n al e n A mi n o s ä ur e i m Di p epti d  
U m di e N -t er mi n al e A mi n o s ä ur e z w eif el sfr ei al s I s ol e u ci n b e sti m m e n z u k ö n n e n , w ur d e n 
rI W u n d al s K o ntr oll e d a s c h e mi s c h pr o d u zi ert e  k o m m er zi ell er w er bli c h e  L -I W (cI W ) s o wi e 
d a s c h e mi s c h pr o d u zi ert e  k o m m er zi ell er w er bli c h e  D -I W ( c DI W) mit D a n s yl c hl ori d 
d eri v ati si ert  (T a b ell e 2 .7 ).  
T a b ell e 2 .7 :  R e a kti o n s a n s at z b ei d er D eri v ati si er u n g d e r N -t er mi n al e n A mi n o s ä ur e 
K o m p o n e nt e n  rI W, cI W  b z w. c DI W  
P e pti d pr o b e ( 1 0 µ M)  5 0 µl  
N a 2 C O 3  P u ff er ( 8 0 m M) 5 0 µl  
D a n s yl c hl ori d ( 1 5 m g/ 1 0 ml A c et o n)  5 0 µl  
I n k u b ati o n 9 0 mi n b ei 3 7 ° C  
 
M at eri al u n d  M et h o d e n  
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N a c h N -t er mi n al er A nl a g er u n g d e s D a n s yl c hl ori d s ( D o p p el b e sti m m u n g) w ur d e n di e Pr o b e n  
n a c h d er I n k u b ati o n bi s z ur M e s s u n g b ei -2 0  ° C g el a g ert. Di e Pr o b e n w ur d e n v or d er 
M e s s u n g f ür 1 0  mi n b ei 1 3. 0 0 0  x  g u n d 4  ° C z e ntrif u gi ert, mit R P -H P L C u n d 
Fl u or e s z e n z d et e kti o n (λ e x  = 3 7 0 n m, λ e m  = 5 0 6 n m ) u nt er  d e n gl ei c h e n K o n diti o n e n wi e 
u nt er 2. 7. 1  b e s c hri e b e n a n al y si ert.       
2. 8  Kl o ni er u n g  i n K. l a cti s  
F ür di e Pr o d u kti o n d e s g e w ü n s c ht e n I W -r e p etiti v e n Pr ot ei n s w ur d e ei n w eit er e s 
E x pr e s si o n s s y st e m g et e st et, u m di e s e s i n  d a s H ef e g e n o m  K.  l a cti s mit Hilf e d e s Pr ot ei n 
E x pr e s si o n Kit s  v o n N e w E n gl a n d Bi ol a b s  ei n z u bri n g e n . Al s A u s g a n g f ür di e Kl o ni er u n g 
w ur d e d er  D N A -A b s c h nitt d e s I W -K o n str u kt s mit Affi nit ät st a g M B P, w el c h er i m R a h m e n d er 
E x p eri m e nt e mit E.  c oli  g e n eri ert w ur d e  (si e h e 2. 4 ), v er w e n d et.  
2. 8. 1  A m plifi k ati o n v o n D N A -Fr a g m e nt e n u n d A ufr ei ni g u n g  
D er D N A -A b s c h ni tt d e s r e p etiti v e n I W-K o n str u kt s mit Affi nit ät st a g M B P, w el c h er i n E.  c oli  
g e n eri ert w ur d e , s ollt e mitt el s P C R a m plifi zi ert w er d e n. F ür di e V er s u c h e mit d e m K.  l a cti s 
E x pr e s si o n Kit m u s st e v or d a s F u si o n s pr ot ei n ( M B P -I W) ei n e w eit er e R e stri kti o n s -
s c h nitt st ell e f ür d a s E n z y m X h oI  ( C T C G A G) u n d ei n e S c h nitt st ell e  f ür di e K e x Pr ot e a s e 
( A A A A G A) ei n g e br a c ht w er d e n , d a mit d a s G e n i n d e n ri c hti g e n L e s er a h m e n ei n kl o ni ert u n d 
d a s Pr ot ei n s p ät er i n s M e di u m a u s g e s c hl e u st w er d e n k o n nt e . A u s di e s e m Gr u n d w ur d e n 
Pri m er  mit  d e n  g e w ü n s c ht e n  z u s ät zli c h e n  N u kl e oti d s e q u e n z e n  h er g e st ellt 
( M A LI W _ p L A C _ X h o _ F u n d M A LI W _ p L A C _ E c o_ R) u n d b ei  d er f ol g e n d e n P C R v er w e n d et. 
A l s A u s g a n g s m at eri al f ür di e P C R di e nt e di e D N A v o m  Kl o n  p M A LI W K 1 8 v o n d er 
Kl o ni er u n g mit E.  c oli (si e h e K a pit el  2. 4 ). F ür ei n e h o h e D N A-A u s b e ut e w ur d e di e P C R f ür 
d e n Kl o n 4 -m al  mit j e 5 0  µl  a n g e s et zt ( T a b ell e 2 .8 ).  
T a b ell e 2 .8 :  R e a kti o n s a n s at z d e r P C R mit 1  x Q 5 Hi g h -Fi d elit y D N A P ol y m er a s e ( 5 0  μl  
A n s at z)  
K o m p o n e nt e n f ür 1 x A n s at z  p M A LI W K 1 8  
D N A p M A LI W K 1 8 ( 1 n g/ µl)  1 µl  
5 x Q 5 P uff er  1 0 µl  
d’ N T P ( 1 0 m M)  1 µl  
P ol y m er a s e  (2 Ei n h eit e n/ µl)  0, 5 µl  
Pri m er F ( 1 0 μ M)  2, 5 µl  
Pri m er R ( 1 0 μ M)  2, 5 µl  
n u kl e a s efr e i e s W a s s er 3 2, 5 µl  
M at eri al u n d M et h o d e n  
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Di e A m plifi k ati o n erf ol gt e u nt er f ol g e n d e n B e di n g u n g e n:  
9 8  ° C 3 0  s  
9 8  ° C 1 0  s  
5 9  ° C 3 0 s             1 0 x  
7 2  ° C 4 5 s  
9 8 ° C  1 0 s  
7 0 ° C  3 0 s             2 0 x  
7 2 ° C  4 5 s  
7 2 ° C  2 mi n  
1 0 ° C  ∞  
 
Di e P C R -Pr o d u kt e w ur d e n mit ei n e m 1, 5  % i g e n A g ar o s e g el a uf g etr e n nt  (2. 2. 4 ), di e B a n d e n 
mit ei n e m S k al p ell a u s d e m G el a u s g e s c h nitt e n u n d l a ut Pr ot o k oll mit d e m G e n e J et G el 
E xtr a cti o n Kit  a uf g er ei ni gt. D i e D N A w ur d e mit 3 0 µl El uti o n s p uff er  el ui ert, j e d o c h  w ur d e v o r 
d er fi n al e n Z e ntrif u g ati o n d er P uff er f ür 1  mi n a uf d er  S ä ul e b e l a s s e n. V o n d e n 
vi er  A n s ät z e n w ur d e n j e z w ei  z u s a m m e n g ef ü hrt  ( p M A LI W K 1 8 _ 1 u n d p M A LI W K 1 8 _ 2). E s 
erf ol gt e ei n e K o n z e ntr ati o n s b e sti m m u n g a m N a n o Dr o p ®  (2. 2. 5 ) u n d di e D N A w ur d e b i s z ur 
w eit er e n V er w e n d u n g b ei -2 0  ° C g el a g ert.  
2. 8. 2  V e r d a u v o n Pl a s mi d -D N A u n d P C R -Fr a g m e nt mit R e stri kti o n s -
e n z y m e n u n d A ufr ei ni g u n g  
V o m P l a s mi d p K L A C 2 w ur d e n 5  µ g u n d v o n d e n a m plifi zi ert e n u n d g er ei ni gt e n P C R -
Pr o d u kt e n w ur d e n 2  µ g ( p M A LI W K 18 _ 1 u n d p M A LI W K 1 8 _ 2 , si e h e 2. 8. 1 ) mit d e n 
R e stri kti o n s e n z y m e n E c o RI -H F u n d X h oI  v er d a ut ( T a b ell e 2 .9 ). 
T a b ell e 2 .9 :  R e a kti o n s a n s at z b ei m V e r d a u d e r P C R -Pr o d u kt e p M A LI W K 1 8 _ 1 u n d p M A LI W 
K 1 8 _ 2  s o wi e d e s  V e kt o r s  p K L A C 2  
K o m p o n e nt e n f ür 1 x A n s at z  p M A LI W K 1 8 _ 1  p M A LI W K 1 8 _ 2  V e kt or p K L A C 2  
D N A  1 4, 8 µl ( 2 µ g)  1 3, 6 µl ( 2 µ g)  5 µl ( 5 µ g)  
1 0 x C ut S m art P uff er  5 µl  5 µl  2 µl  
E c o RI -H F ( 2 0 Ei n h eit e n/ µl)  0, 5 µl  0, 5 µl  0, 5 µl  
X h oI  ( 2 0 Ei n h eit e n/ µl) 0, 5 µl  0, 5 µl  0, 5 µl  
n u kl e a s efr ei e s W a s s er  2 9, 2 µl  3 0, 4 µl  1 2 µl  
I n k u b ati o n 2 h b ei 3 7 ° C  
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Di e v er d a ut e n Pr o b e n w ur d e n b ei 6 5  ° C f ür 1 0  mi n hit z ei n a kti vi ert u n d a n s c hli e ß e n d a uf ei n 
1, 5  %i g e s A g ar o s e g el a uf g etr a g e n  (2. 2. 4 ). Di e A ufr ei ni g u n g a u s d e m G el erf ol gt e wi e u nt er 
2. 8. 1  b e s c hri e b e n . Mit d er D N A w ur d e  ei n e K o n z e ntr ati o n s b e sti m m u n g a m N a n o Dr o p ®  
(2. 2. 5 ) d ur c h g ef ü hrt u n d di e Pr o b e n  b i s z ur w eit er e n V er w e n d u n g b ei -2 0  ° C g el a g ert .  
2. 8. 3  Li g ati o n d er D N A  
D a s Zi elfr a g m e nt w ur d e mit d e m li n e ari si ert e n V e kt or ( 2. 8. 2 ) mit  Hilf e d e s E n z y m s  Q ui c k 
T 4 D N A Li g a s e li gi ert ( T a b ell e 2 .1 0 ). E s w ur d e ei n e K o ntr oll e o h n e Z u g a b e d er I n s ert s 
mit g ef ü hrt.  
T a b ell e 2 .1 0 :  R e a kti o n s a n s at z b ei d e r Li g ati o n d e r v e r d a ut e n I n s ert s p M A LI W K 1 8 _ 1 u n d 
p M A LI W K 1 8 _ 2 mit d e m V e kt or p L A C 2  
K o m p o n e nt e n f ür 1 x A n s at z  
Pr o b e 1  
p M A LI W K 1 8 _ 1  
Pr o b e 2  
p M A LI W K 1 8 _ 2  
D N A ( V e kt or p K L A C 2)  1, 1 µl ( 5 2 n g)  1, 1 µl ( 5 2 n g)  
D N A (I n s ert p M A LI W K 1 8)  4, 5 µl ( 1 5 6 n g)  3 µl ( 1 5 8 n g)  
2 x q ui c k Li g ati o n R e a kti o n s p uff er  1 0 µl  1 0 µl  
Q ui c k T 4 D N A Li g a s e  1 µl  1 µl  
n u kl e a s efr ei e s W a s s er  4, 4 µl  5, 9 µl  
I n k u b ati o n 1 0 mi n b ei R T  
2. 8. 4  Tr a n sf or m ati o n  
N a c h d er Li g ati o n erf ol gt e di e Tr a n sf or m ati o n d er r e k o m bi n a nt e n Pl a s mi d e i n di e 
k o m p et e nt e n  B L 2 1 E x pr e s s E.  c oli  Z ell e n. Di e s e w ur d e wi e b er eit s u nt er 2. 4. 3  b e s c hri e b e n  
d ur c h g ef ü hrt . H i er w ur d e j e d o c h l e di gli c h 1 µl d er v er s c hi e d e n e n Li g ati o n s a n s ät z e 
( p M A LI W K 1 8 _ 1, p M A LI W K 1 8 _ 2 u n d K o ntr oll e o h n e I n s ert) z u d e n Z ell e n g e g e b e n.  
2. 8. 5  D et e kti o n p o siti v e r Kl o n e  
Di e D et e kti o n d er p o siti v e n Kl o n e erf ol gt e wi e i n K a pit el 2. 4. 4  b e s c hri e b e n . V o n d e n 
A g ar pl att e n mit d e n Pr o b e n p M A LI W K 1 8 _ 1 u n d p M A LI W K 1 8 _ 2 w ur d e n j e w eil s z e h n 
Kl o n e g e pi c kt, g e si c h ert u n d K ult ur e n  f ür di e D N A Mi ni pr e p a n g e s et zt. N a c h d er D N A 
Mi ni pr e p  z ur A ufr ei ni g u n g  d er Pl a s mi d D N A mit d e m Kit J et Q ui c k S pi n C ol u m n T e c h ni q u e 
w ur d e ei n  K o ntr oll v er d a u mit d er Pl a s mi d -D N A u n d d e n E n z y m e n E c o RI -H F u n d X h oI  
d ur c h g ef ü hrt (T a b ell e  2 .1 1 ). 
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T a b ell e 2 .1 1 :  R e a kti o n s a n s at z b ei d e m K o nt r oll v er d a u d e r Kl o n e 1 -2 0  
K o m p o n e nt e n f ür 1 x A n s at z  Kl o n 1 -2 0  
Pl a s mi d D N A  5 µl  
1 0 x C ut S m art P uff er  2 µl  
E c o RI -H F ( 2 0 Ei n h eit e n/ µl)  0, 5 µl  
X h oI  ( 2 0 Ei n h eit e n/ µl) 0, 5 µl  
n u kl e a s efr ei e s W a s s er  1 2 µl  
In k u b ati o n  2 h b ei 3 7 ° C  
 
Di e Pr o d u kt e w ur d e n n a c h d e m V er d a u z ur A n al y s e a uf ei n 1, 0  %i g e s A g ar o s e g el 
a uf g etr a g e n  (2. 2. 4 ) u n d ei n e K o n z e ntr ati o n s b e sti m m u n g a m N a n o Dr o p ®  d ur c h g ef ü hrt  
2. 2. 5 ). Di e D N A v o n dr ei  Kl o n e n ( Kl o n 2, 9 u n d 1 0) w ur d e v o n d er Ar b eit s gr u p p e D N A 
S e q u e n ci n g a m M a x -Pl a n c k -I n stit ut f ür Mol e k ul ar e Z ell bi ol o gi e u n d G e n eti k  i n Dr e s d e n 
s e q u e n zi ert. D af ür w ur d e n j e Kl o n 5 5 0 -5 7 5  n g u n d j e 1 0  µ M v o m Pri m er M B P _I W _ F 
ei n g e s et zt. Di e S e q u e n zi e r u n g erf ol gt e b ei 5 8 ° C u n d di e S e q u e n z e n w ur d e n mit d er 
S oft w ar e C o d o n C o d e Ali g n er a u s g e w ert et.  
2. 8. 6  Li n e a ri si e r u n g v o n p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 s o wi e  p K L A C 1 -m al E u n d 
I nt e gr ati o n i n K. l a cti s 
V o m g e n eri ert e n Pl a s mi d v o m Kl o n 1 0 ( 2. 8. 5 ), w el c h er i m W eit ere n al s p K L A C 2 -M B PI W 
K 1 0  b e z ei c h n et wir d u n d d e m K o ntr oll pl a s mi d p K L A C 1 -m al E  w ur d e n 2  µ g ei n g e s et zt u n d 
mit d e m E n z y m S a cII  li n e ari si ert (T a b ell e 2 .1 2 ).   
T a b ell e 2 .1 2 :  R e a kti o n s a n s at z  b ei d er Li n e ari si e r u n g d e s Pl a s mi d s p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0 u n d 
d e s K o nt r oll pl a s mi d s p K L A C 1 -m al E   
K o m p o n e nt e n f ür 1 x A n s at z  p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0  p K L A C 1 -m al E  
Pl a s mi d D N A  5, 8 µl ( 2 µ g)  2 µl ( 2 µ g)  
1 0 x C ut S m art P uf f er 5 µl  5 µl  
S a cII  ( 2 0 Ei n h eit e n/ µl) 1 µl  1 µl  
n u kl e a s efr ei e s W a s s er  3 8, 2 µl  4 2 µl  
I n k u b ati o n 2 h b ei 3 7 ° C  
 
N a c h d er Li n e ari si er u n g erf ol gt e ei n e R ei ni g u n g d er D N A , u m st ör e n d e P uff er- o d er 
E n z y mr ü c k st ä n d e v o n d er D N A z u e ntf er n e n. Di e A ufr ei ni g u n g w ur d e mit d er D N A Cl e a n -
u p -Pr o c e d ur e  d e s Kit s J et Q ui c k D N A P urifi c ati o n n a c h Pr ot o k oll a n g a b e n d ur c h g ef ü hrt. Di e  
El uti o n  d er D N A erf ol gt e mit 3 0  µl 6 8  ° C w ar m e m n u kl e a s efr ei e m W a s s er u n d di e s e s  w ur d e 
M at eri al u n d M et h o d e n  
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v or d er Z e ntrif u g ati o n f ür 1  mi n i n k u bi ert. A n s c hli e ß e n d w ur d e di e  K o n z e ntr ati o n a m 
N a n o Dr o p ®  g e m e s s e n ( 2. 2. 5 ) u n d di e Pr o b e n bi s z ur V er w e n d u n g b ei -2 0  ° C g el a g ert.   
I n n er h al b d e s li n e ari si ert e n B er ei c h s ( E x pr e s si o n s k a s s ett e) b efi n d et si c h  d a s Zi el g e n u n d 
d a s G e n a m d S  f ür di e S el e kti o n s o wi e di e B er ei c h e v o m 3' E n d e u n d d e m 5' B e gi n n d e s 
P L A C 4  Pr o m ot or s. Di e s er B er ei c h w ur d e  ü b er ei n e h o m ol o g e R e k o m bi n ati o n dir e kt i n di e 
Pr o m ot or r e gi o n d e s L A C 4 L o k u s d e s H ef e g e n o m s i nt e gri ert. S o mit i st K.  l a cti s i n d er L a g e, 
d a s g e w ü n s c ht e Pr ot ei n z u e x pri mi er e n . 
V o n d e n  li n e ari si ert e n V e kt or e n w ur d e n et w a 6 8 0 -7 5 0  n g f ür di e h o m ol o g e R e k o m bi n ati o n 
i n d e n  K.  l a cti s G G 7 9 9 Z ell e n ei n g e s et zt. E s w ur d e n z w ei  R e a kti o n s g ef ä ß e mit d e n Z ell e n 
a uf Ei s a uf g et a ut u n d i n j e d e s G ef ä ß 6 2 0  µl Y e a st Tr a n sf or m ati o n R e a g e nt g e g e b e n u n d 
bi s z ur H o m o g e nit ät g e s c h w e n kt. D er li n e ari si ert e V e kt or ( p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 b z w. 
p K L A C 1 -m al E ) w ur d e i n j e ei n G ef ä ß g e g e b e n, v or si c hti g g e mi s c ht u n d f ür 3 0  mi n b ei  3 0  ° C 
i n k u bi ert. A n s c hli e ß e n d w ur d e n di e Mi s c h u n g e n f ür 1 h b ei 3 7  ° C i n s  W a s s er b a d g e st ellt . 
Di e Z ell e n w ur d e n b ei 3. 0 0 0  x  g f ür 2  mi n p ell eti ert u n d d a s P ell et i n 1  ml Y P Gl u -M e di u m 
r e s u s p e n di ert. Di es er S c hritt w ur d e wi e d er h olt . Di e A n s ät z e w ur d e n f ür 4 h b ei 3 0  ° C 
s c h ütt el n d i n k u bi ert b e v or di e Z ell e n er n e ut p ell eti ert w ur d e n.  Di e i n 1  ml P B S 
r e s u s p e n di ert e n P ell et s w ur de n a uf Y C B A g ar p l att e n + 5 m M A c et a mi d  a u s pl atti ert u n d  b ei 
3 0  ° C i n k u bi ert.  
V o n d er Pl att e  d e s K o ntr oll a n s at z e s p K L A C 1 -m al E  w ur d e n z e h n Kl o n e mit st eril e n 
Pi p ett e n s pit z e n g e pi c kt u n d a uf ei n e Si c h er u n g s pl att e ( Y C B-A g ar + 5  m M A c et a mi d ) al s 
P at c h a u s g e stri c h e n . Vo n d er Pr o b e p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0 w ur d e mit 2 0 v er s c hi e d e n e n 
Kl o n e n gl ei c h v erf a hr e n. Di e Pl att e n w ur d e n b ei 3 0  ° C i n k u bi ert.  
2. 8. 7  I d e ntifi zi e r u n g d e r Kl o n e, d er e n E x pr e s si o n s k a s s ett e i n d a s G e n o m 
v o n K.  l a cti s i nt e gri e rt w ur d e 
Ei n e 1  M S or bit ol l ö s u n g ( 1 ml)  w ur d e mit ei n er Pi p ett e n s pit z e Z y m ol y a s e p ul v er v er s et zt. 
V o n j e d e m z u  pr üf e n d e n P at c h  (2. 8. 6 ) w ur d e mit ei n er st eril e n Pi p ett e n s pit z e et w a s v o n 
d er A g ar p l att e g e krat zt u n d i n 2 5  µl  S or bit ol -Z y m ol y a s e -L ö s u n g r e s u s p e n di ert . N a c h ei n er 
I n k u b ati o n f ür 1 h b ei 3 0  ° C w ur d e n di e Pr o b e n  f ür 1 0 mi n b ei 9 8  ° C l y si ert. E s f ol gt e n z w ei 
v er s c hi e d e n e P C R -A n s ät z e mit d e n g e pi c kt e n Kl o n e n ( 2 0  v o n d er Pr o b e p K L A C 2 -M B PI W  
K 1 0 u n d 3  v o n d er K o ntr oll e  p K L A C 1 -m al E , si e h e 2. 8. 6 ), u m z u pr üf e n, o b di e 
E x pr e s si o n s k a s s ett e ei n m al  ( P C R mit I nt e gr ati o n Pri m er 1 u n d 2) o d er m e hrf a c h  ( P C R mit 
I nt e gr ati o n Pri m er 2 u n d  3) i n d a s G e n o m v o n K.  l a cti s i nt e gri ert w ur d e (T a b ell e 2 .1 3 ). 
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T a b ell e 2 .1 3 :  R e a kti o n s a n s at z d e r P C R mit 1  x T a q D N A P ol y m er a s e ( 2 5 μl A n s at z)  
K o m p o n e nt e n f ür 1 x A n s at z  
p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0 Kl o n 1 -2 0;  
p K L A C 1 -m al E  Kl o n 4 -5, 1 3  
D N A  6, 2 5 µl  
1 0 x T h er m o P ol P uff er  2, 5 µl  
d’ N T P ( 2 m M)  2, 5 µl  
P ol y m er a s e  (5 Ei n h eit e n/ µl)  0, 2 5 µl  
Pri m er F ( 1 0 x ) 2, 5 µl  
Pri m er R ( 1 0 x ) 2, 5 µl  
n u kl e a s efr ei e s W a s s er  8, 5 µl  
 
Di e A m plifi k ati o n erf ol gt e u nt er f ol g e n d e n B e di n g u n g e n:  
9 4  ° C 3 0  s  
5 0 ° C  3 0 s             3 1 x  
7 2  ° C 3 mi n  
7 2 ° C  1 0 mi n  
1 0 ° C  ∞  
 
Di e P C R -Pr o d u kt e w ur d e n a uf 1, 0  %i g e A g ar o s e g el e z ur A n al y s e a uf g etr a g e n  (2. 2. 4 ).  
2. 8. 8  G e n o mi s c h e D N A i s oli e r e n u n d s e q u e n zi er e n  
N a c h d e n er st e n Ü b er pr üf u n g e n s ollt e v o n d e m Kl o n p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0 Kl o n  8 n a c h d er 
I nt e gr ati o n i n d a s K.  l a cti s-G e n o m ei n e u mf a n gr ei c h e  S e q u e n zi er u n g v or g e n o m m e n  
w er d e n. Hi erf ür m u s st e di e g e n o mi s c h e D N A v o n d e m Kl o n i s oli ert w er d e n. I n ei n 5 0  ml 
R e a kti o n s g ef ä ß w ur d e n 5  ml Y P G al -M e di u m s o wi e et w a s v o n d er  Gl y c er ol st a m ml ö s u n g 
(2. 9. 1 ) g e g e b e n u n d b ei 3 0  ° C ü b er N a c ht i n k u bi ert. Di e K ult ur w ur d e i n  ei n 1 5  ml 
R e a kti o n s g ef ä ß  ü b erf ü hrt, f ür 5  mi n b ei 3. 0 0 0  x  g z e ntrif u gi ert  u n d d er Ü b er st a n d  
v er w orf e n. D a s P ell et w ur d e i n 5 4 5  µl I s oli erl ö s u n g  I r e s u s p e n di ert. E s w ur d e n 5 µl 
Z y m ol y a s el ö s u n g u n d 5 0  µl 0, 2 8  M β -M er c a pt o et h a n ol z u g e g e b e n, g ut g e mi s c ht u n d f ür 
1  h b ei 3 7  ° C g e s c h ütt elt . A n s c hli e ß e n d w ur d e n di e Z ell e n b ei 3.0 0 0  x  g f ür 1 0  mi n p ell eti ert. 
D er Ü b er st a n d w ur d e v er w orf e n , d a s P ell et i n 5 0 0  µl I s oli erl ö s u n g  II r e s u s p e n di ert u n d i n 
ei n 2  ml R e a kti o n s g ef ä ß ü b erf ü hrt. E s w ur d e n 5 0  µl 1 0  %  S D S z u g e g e b e n, g ut g e mi s c ht 
u n d f ür 2 0  mi n b ei 6 5  ° C i n k u bi ert. D a s L y s at w ur d e mit 2 0 0  µl 5  M K ali u m a c et at z ur 
N e utr ali si er u n g  er n e ut  g ut g e mi s c ht u n d f ür 3 0  mi n a uf Ei s g e st ell t. D er e nt st a n d e n e 
Ni e d er s c hl a g w ur d e f ür 3 mi n b ei 1 3 .0 0 0  x  g z e ntrif u gi ert u n d d er Ü b er st a n d i n ei n n e u e s 
R e a kti o n s g ef ä ß g e g e b e n. Z ur F äll u n g d er N u kl ei n s ä ur e n w ur d e 1  ml 9 8  % Et h a n ol 
M at eri al u n d M et h o d e n  
 
5 8  
z u g e g e b e n u n d  f ür 1 0 mi n b ei -2 0  ° C g el a g ert . Di e S e di m e nt ati o n d er N ukl ei n s ä ur e n 
erf ol gt e b ei 1 4 .0 0 0  x  g f ür 5  mi n. D er Ü b er st a n d w ur d e a b g e n o m m e n u n d v er w orf e n. D a s 
P ell et w ur d e f ür 5  mi n u nt er V a k u u m b ei R T g etr o c k n et u n d i n 3 0 0  µl T E -P uff er 
r e s u s p e n di ert, 1 0  µl 1  m g/ ml R N a s e z u g e g e b e n u n d f ür 1  h b ei 3 7  ° C i n k u bi ert. D ur c h 
Z u g a b e v o n 5 0 0  µl I s o pr o p a n ol w ur d e di e D N A g ef ällt. D a s D N A -P ell et w ur d e mitt el s 
Z e ntrif u g ati o n g e w o n n e n ( 1 3 .0 0 0  x  g, 2 0  mi n), mit 7 0  % Et h a n ol g e w a s c h e n u n d d a s P ell et 
u nt er V a k u u m g etr o c k n et. Di e D N A w ur d e i n 1 0 0  µl n u kl e a s efr ei e m W a s s er a uf g e n o m m e n  
u n d  di e K o n z e ntr ati o n a m N a n o Dr o p ®  g e m e s s e n  (2. 2. 5 ). A n s c hli e ß e n d w ur d e d i e D N A mit 
n u kl e a s efr ei e m W a s s er v er d ü n nt u n d vi er  v er s c hi e d e n e P C R -A n s ät z e  d ur c h g ef ü hrt, u m 
d e n Kl o n z u s e q u e n zi er e n . D er R e a kti o n s a n s at z w ar a n al o g z u m  A n s at z i n T a b ell e 2 .8 . Al s 
D N A w ur d e hi er j e w eil s 1 µl mit 6, 6  n g d e s Kl o n s p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 Kl o n  8 ei n g e s et zt . 
P C R I: I nt e gr ati o n Pri m er 1 u n d I nt e gr ati o n Pri m er 2, ~ 2 6 5 0  b p, 6 6  ° C  
P C R II:  S e q pri m er 1 _ F u n d S e q pri m er 3 _ R, ~ 1 9 0 0  b p, 6 1  ° C  
P C R III: I nt e g r ati o n Pri m er 3 u n d K.l _ p K L A C 2 _ 2_ R , ~ 3 4 0 0 b p, 6 0  ° C 
P C R I V : I nt e gr ati o n Pri m er 3 u n d I nt e gr ati o n Pri m er 2, ~ 2 5 8 0  b p, 6 0  ° C  
 
Di e A m plifi k ati o n erf ol gt e u nt er f ol g e n d e n B e di n g u n g e n:  
9 8  ° C 3 0  s  
9 8  ° C 1 0  s  
6 0 -6 6  ° C 3 0 s             3 2 x  
7 2  ° C 9 0 s  
7 2 ° C  2 mi n  
1 0 ° C  ∞  
 
Di e P C R -Pr o d u kt e w ur d e n a uf ei n 1, 0  %i g e s A g ar o s e g el a uf g etr a g e n  (2. 2. 4 ), di e B a n d e n 
mit ei n e m S k al p ell a u s g e s c h nitt e n u n d mit  d e m G e n e J et G el E xtr a cti o n K it, wi e i m Pr ot o k oll 
b e s c hri e b e n , a uf g er ei ni gt. D er o pti o n al e S c hrit t 6 w ur d e e b e nf all s d ur c h g ef ü hrt, d a di e D N A 
f ür di e S e q u e n zi er u n g v er w e n d et w er d e n s ollt e. Di e El uti o n d er D N A erf ol gt e mit 3 0 µl 
El uti o n s p uff er u n d v or d er fi n al e n Z e ntrif u g ati o n w ur d e d er P uff er f ür 1  mi n a uf d er S ä ul e 
b e l a s s e n. A n s c hli e ß e n d w ur d e ei n e  K o n z e ntr ati o n s b e sti m m u n g a m N a n o Dr o p ®  
v or g e n o m m e n ( 2. 2. 5 ). 
Di e S e q u e n zi er u n g mit d er D N A w ur d e v o n d er Ar b eit s gr u p p e D N A S e q u e n ci n g a m M a x -
Pl a n c k -I n stit ut f ür Mol e k ul ar e Z ell bi ol o gi e u n d G e n eti k  i n Dr e sd e n d ur c h g ef ü hrt. Hi erf ür  
w ur d e  v o n d e m Pr o d u kt a u s P C R I 4 0, 3 8  n g D N A u n d 1 0  µ M v o m Pri m er K.l _ p K L A C 2 _ 2 _ R 
( 6 1 ° C) ei n g e s et zt. F ür d a s Pr o d u kt a u s P C R  II erf ol gt e di e S e q u e n zi er u n g mit j e 3 5, 0 8 n g 
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D N A u n d j e 1 0  µ M d er f ol g e n d e n Pri m er: S e q pri m er 1 _ F ( 5 4  ° C), S e q pri m er 3 _ R ( 5 2  ° C) 
u n d K.l _ p K L A C 2 _ 3 _ R ( 6 0  ° C). V o m Pr o d u kt a u s P C R  III w ur d e 4 4, 2 8 n g D N A u n d 1 0  µ M 
d e s Pri m er s  K .l _ p K L A C 2 _ 2 _ R ( 6 1 ° C) v er w e n d et . Z ur S e q u e n zi er u n g d er D N A a u s d er 
P C R I V  w ur d e n j e 3 1, 1 1  n g u n d j e 1 0  µ M d er Pri m er I nt e gr ati o n Pri m er 2 ( 6 2  ° C) u n d 
I nt e gr ati o n Pri m er 3 ( 5 8  ° C) ei n g e s et zt. Di e S e q u e n z e n w ur d e n mit d er S oft w ar e 
C o d o n C o d e Ali g n er a u s g e w ert et.  
2. 9  K ulti vi er u n g u n d E x pr e s si o n mit K. l a cti s  
2. 9. 1  L a g er u n g d er p o siti v e n Kl o n e  
V o n d e n  Kl o n e n p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 Kl o n  8 s o wi e p K L A C 1 -m al E  Kl o n  5  w ur d e n 
Gl y c er ol st a m ml ö s u n g e n  z ur L a g er u n g h er g e st ellt. Hi erf ür w ur d e d er j e w eili g e Kl o n mit 
ei n e m st eril e n Z a h n st o c h er v o n d er Si c h er u n g s pl att e g e pi c kt  u n d ei n e K ult ur  mit 5 ml Y P G al 
M e di u m a n g ei m pft  (i n ei n e m 5 0  ml R e a kti o n s g ef ä ß). Di e s e K ult ur e n w ur d e n ü b er N a c ht b ei 
3 0  ° C i m I n k u b ati o n s s c h üttl er b ei 1 5 0 r p m in k u bi ert. I n vi er Kr y o k o n s er vi er u n g sr ö hr c h e n 
pr o Kl o n w ur d e n j e  5 0 0  µl a ut o kl a vi ert e s 4 0  % i g e s Gl y c e r ol g ef üllt u n d j e R ö hr c h e n 5 0 0  µl 
a u s d er  e nt s pr e c h e n d e n  K ult ur d a z u g e g e b e n. Di e Gl y c er ol st a m ml ö s u n g e n  w ur d e n  g ut 
d ur c h mi s c ht , i m fl ü s si g e n Sti c k st off s c h o c k g efr or e n u n d  bi s z ur V er w e n d u n g b ei -8 0  ° C 
g el a g ert.    
2. 9. 2  O pti mi e r u n g d er Pr ot ei n pr o d u kti o n mit d e m  Kl o n p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0 
Kl o n  8  
D er o pti m al e Z eit p u n kt d er Pr ot ei n e x pr e s si o n u n d A u s s c hl e u s u n g v o n M B P -I W i n s M e di u m 
s ollt e e r mitt elt w er d e n. Z u di e s e m Z w e c k w ur d e ei n e gr ö ß er e M e n g e v o n d er  
Gl y c er ol st a m ml ö s u n g  ( p K L A C 2-M B PI W K 1 0 Kl o n  8 , 2. 9. 1 ) i n 5 ml Y P G al M e di u m (i m 5 0  ml 
R e a kti o n s g ef ä ß) g e g e b e n u n d ü b er N a c ht b ei 3 0  ° C b ei 1 5 0  r p m i n k u bi ert (er st e  V or k ult ur). 
F ür di e z w eit e  V or k ult ur w ur d e n 2 0  ml Y P G al M e di u m + di e 5  ml d er er st e n V or k ult ur i n 
ei n e n 1 0 0  ml K ol b e n g e g e b e n u n d f ür w eit er e 8  h b ei 3 0  ° C i m I n k u b ati o n s s c h üttl er 
g e s c h ütt elt. Di e H a u pt k ult ur ( 1 0 0  ml Y P G al M e di u m i m 5 0 0  ml K ol b e n) w ur d e m it d er 
z w eit e n V or k ult ur s o a n g ei m pft, d a s s di e H a u pt k ult ur ei n e O D 6 0 0  v o n 0, 3 h att e u n d w ur d e 
b ei 3 0  ° C w eit er i n k u bi ert. N a c h 1 6  h, 2 4  h, 4 0  h, 4 8  h, 6 4  h, 7 2  h u n d 8 8  h w ur d e di e O D 6 0 0  
ü b er pr üft,  j e w eil s 2 ml e nt n o m m e n u n d f ür 1 0  mi n b ei 5. 0 0 0  x  g z e ntr if u gi ert. D er Ü b er st a n d 
w ur d e i n ei n n e u e s R e a kti o n s g ef ä ß g e g e b e n. Mit d e m Ü b er st a n d ( 4  x  2 0 0  µl) w ur d e ei n e 
M et h a n ol -C hl or of or m -F äll u n g ( 2. 9. 3 ) d ur c h g ef ü hrt, b e v or di e Pr o b e n mitt el s S D S -P A G E  
a n al y si ert w ur d e n  (2. 3. 2 ).  
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2. 9. 3  M et h a n ol -C hl or of or m -F äll u n g  
Z ur K o n z e ntri er u n g d er Pr ot ei n e i m Ü b er st a n d w ur d e ei n e M et h a n ol -C hl or of or m -F äll u n g 
d ur c h g ef ü hrt  (m o difi zi ert n a c h W e s s el &  Fl ü g g e, 1 9 8 4) . Al s A u s g a n g s m a t eri al di e nt e n 
2 0 0  µl v o m Ü b er st a n d  ei n er H ef e k ult ur, w el c h er mit 8 0 0  µl M et h a n ol ( v or g e k ü hlt) s o wi e 
2 0 0  µl C hl or of or m ( v or g e k ü hlt) v er s et zt w ur d e . N a c h ei n er kr äfti g e n D ur c h mi s c h u n g 
w ur d e n 6 0 0  µl d d H 2 O z u g e g e b e n u n d d er A n s at z wi e d er kr äfti g g e mi s c ht. E s f ol gt e ei n e 
Z e ntrif u g ati o n b ei 1 2. 0 0 0  x  g f ür 2 0  mi n ( 4  ° C). A n s c hli e ß e n d w ur d e di e o b er e P h a s e 
a b g e n o m m e n u n d v er w orf e n, o h n e di e I nt er p h a s e z u b e s c h ä di g e n ( e nt h ält Pr ot ei n e) u n d 
6 0 0  µl M et h a n ol z u d e m A n s at z g e g e b e n. N a c h ei n er kr äfti g e n D ur c h mi s c h u n g er f ol gt e ei n 
w eit er er  Z e ntrif u g ati o n s s c hritt b ei 1 2. 0 0 0  x  g f ür 1 5  mi n (4  ° C ). Di e R e a kti o n s g ef ä ß e 
w ur d e n g el e ert u n d d a s P ell et l uft g etr o c k n et, b e v or e s i n 2 5  µl d d H 2 O r e s u s p e n di ert, mit 
6  µl 6  x S D S -L a d e p uff er + 2 0  m M D T T v er s et zt u n d d i e Pr ob e n f ür 1 0 mi n  b ei 9 5  ° C 
d e n at uri ert  w ur d e n. Di e s e Pr o b e n w ur d e n  j e n a c h V er s u c h z ur A n al y s e mit S D S -P A G E u n d 
W e st er n Bl ot v er w e n d et  (2. 3. 2 , 2. 3. 3 ).      
2. 9. 4   Pr ot ei n pr o d u kti o n mit d e m  Kl o n p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0 Kl o n  8  
N a c h O pti mi er u n g d er W a c h st u m s b e di n g u n g e n w ur d e di e Pr o d u kti o n v o m r e k o m bi n a nt e n  
Pr ot ei n  M B P -I W wi e f ol gt d ur c h g ef ü hrt. Di e H a u pt k ult ur w ur d e mit d e m p K L A C 2 -M B PI W 
K 1 0 Kl o n  8 ( a u s d er  Gl y c er ol st a m ml ö s u n g , 2. 9. 1 ), w i e u nt er 2. 9. 2  b e s c hri e b e n , h er g e st ellt. 
N a c h  6 4  h w ur d e di e O D 6 0 0  ü b er pr üft u n d di e K ult ur g e er nt et . Hi erf ür w ur d e di e K ult ur a uf 
z w ei  5 0  ml R e a kti o n s g ef ä ß e  v ert eilt u n d z e ntrif u gi ert ( 1 5  mi n b ei 5. 0 0 0  x  g , 4  ° C ). Di e 
Ü b er st ä n d e w ur d e n  bi s z ur Pr ot ei nr ei ni g u n g b ei 4  ° C g el a g ert.  
2. 1 0  Pr ot ei nr ei ni g u n g v o n M B P -I W a u s K. l a cti s  
2. 1 0. 1  R ei ni g u n g  ü b er Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e  
N a c h 6 4 h W a c h st u m w ur d e d er Ü b er st a n d d er Z ell er nt e ( 2. 9. 4 ) d ur c h ei n e n S prit z e nfilt er 
( 0, 4 5 µ m) st eril filtri ert u n d a uf di e 1  ml M B P Tr a p H P S ä ul e g el a d e n. D a s  Pr o gr a m m d e s 
L a uf s w ur d e  a n al o g z ur R ei ni g u n g v o n M B P -I W a u s E.  c oli  d ur c h g ef ü hrt ( 2. 6. 1. 2 ). V o m 
A uftr a g, D ur c hfl u s s, W a s c h s c hritt u n d d e n El uti o n sfr a kti o n e n w ur d e n j e 2 0 0  µl Pr o b e 
e nt n o m m e n u n d  ei n e M et h a n ol -C hl or of or m -F äll u n g  (2. 9. 3 ) d ur c h g ef ü hrt, b e v or di e s e 
mitt el s S D S -P A G E a n al y si ert (2. 3. 2 ) u n d b ei 4  ° C g el a g ert w ur d e n.  
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2. 1 0. 2  P a r a m et er pr üf u n g  
F ür ei n e O pti mi er u n g d er  Bi n d u n g v o n M B P -I W a u s K.  l a cti s a n di e M B P Tr a p H P S ä ul e b ei 
d er  R ei ni g u n g ü b er di e Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e w ur d e n v er s c hi e d e n e P ar a m et er 
g et e st et.  
D er p H d e s F er m e nt ati o n s m e di u m s ( Y P G al) , w el c h e s b ei der Pr ot ei n e x pr e s si o n mit 
K.  l a cti s z u m Ei n s at z k a m , w ur d e b ei 3 7 ° C u n d 1 5  ° C mit d e m p H -M e s s g er ät A B L 5 
g e m e s s e n.  
Z u s ät zli c h w ur d e  ei n e n e u e K ult ur a u s d er  Gl y c er ol s ta m ml ö s u n g  ( p K L A C 2-M B PI W  K 1 0 
Kl o n  8) h er g e st ellt ( 1 0 0  ml Y P G al M e di u m al s H a u pt k ult ur, si e h e  2. 9. 2 ). N a c h 6 4  h w ur d e 
di e O D 6 0 0  ü b er pr üft u n d di e K ult ur g e er nt et  (K ult ur a uf z w ei  5 0  ml R e a kti o n s g ef ä ß e v ert eilt 
u n d f ür 1 5  mi n b ei 5. 0 0 0  x  g u n d 4  ° C z e ntrif u gi ert ). Di e Ü ber st ä n d e w ur d e n ü b er N a c ht 
b ei -2 0  ° C  ei n g efr or e n ,  an s c hli e ß e n d  g efri er g etr o c k n et  u n d i n 6 2  ml 
Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e -S ä ul e n p uff er r e s u s p e n di ert. D i e Pr o b e w ur d e d ur c h ei n e n 
S prit z e nfilt er ( 0, 4 5  µ m) st eril filtri ert u n d wi e u nt er 2. 6. 1. 2  b e s c hri e b e n a uf di e  1  ml 
M B P Tr a p H P S ä ul e g el a d e n u n d di e Pr o b e n z ur  A n al y s e  v or b er eit et  (2. 1 0. 1 ).  
Z u d e m s ollt e ei n e R ei ni g u n g v o n M B P, w el c h e s v o m K o ntr oll pl a s mi d p K L A C 1 -m al E  
pr o d u zi ert u n d i n d a s G e n o m v o n K.  l a cti s ei n g e br a c ht w ur d e, mitt el s Affi nit ät s -
c hr o m at o gr a p hi e g er ei ni gt w er d e n. Al s A u s g a n g s m at eri al f ür di e K ult ur di e nt e d er Kl o n 
p K L A C 1 -m al E  Kl o n  5. Di e s er w ur d e wi e b e s c hri e b e n k ulti vi ert ( 2. 9. 4 ) u n d d er Ü b er st a n d 
u nt er  d e n gl ei c h e n B e di n g u n g e n wi e d er v o n p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0 Kl o n  8  g er ei ni gt u n d di e 
Pr o b e n a n al y si ert ( 2. 1 0. 1 ).  
D e s W eit er e n w ur d e n v er s c hi e d e n e K ult ur e n ( 1 0 0  ml Y P G al M e di u m al s H a u pt k ult ur,  si e h e 
2. 9. 2 ) a n g e s et zt. D a b ei h a n d elt e e s si c h u m K ult ur e n v o n d e n G G 7 9 9 K. l a cti s  Z ell e n, d e m 
l e er e n p K L A C 2 V e kt or  ( o h n e I n s ert), d e m p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 Kl o n 8  u n d d e m p K L A C 1 -
m al E  V e kt or al s K o ntr oll e . All e K ult ur e n w ur d e n b ei 3 0 ° C i n k u bi ert u n d n a c h 4 8  h j e w eil s 
ei n e Pr o b e e nt n o m m e n. Di e Ü b er st a n d e w ur d e n k o n z e ntri ert ( 2. 9. 3 ) u n d mitt el s S D S-
P A G E u n d W e st er n Bl ot a n al y si ert  (2. 3. 2 , 2. 3. 3 ), u m ei n e v er gl ei c h e n d e A u s s a g e ü b er di e 
Pr ot ei n e x pr e s si o n v o n M B P -I W i m S y st e m mit K.  l a cti s tr eff e n z u k ö n n e n.    
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2. 1 1  B e sti m m u n g d e s  A C E -h e m m e n d e n P ot e nti al s  ( A C E-A s s a y)  
2. 1 1. 1  H er st ell u n g d er P e pti d mi x e  
V o m M ol k e -, S oj a- u n d R ei s pr ot ei n  w ur d e e i n e H y dr ol y s e mit d e n E n z y m e n 
α -C h y m otr y p si n u n d T h er m ol y si n d ur c h g ef ü hrt. Di e s e H y dr ol y s e s o wi e  di e a n s c hli e ß e n d e 
I d e ntifi zi er u n g u n d Q u a ntifi zi er u n g v o n bi o a kti v e n Di p e pti d e n i n di e s e n H y dr ol y s at e n w ur d e 
v o n Fr a u St ef fi R u d ol p h  v o m I n stit ut f ür L e b e n s mitt el c h e mi e d er T U Dr e s d e n d ur c h g ef ü hrt.  
Di e P e pti d mi x e w ur d e n , b a si er e n d a uf d er Z u s a m m e n s et z u n g d er i d e ntifi zi ert e n u n d 
q u a ntifi zi ert e n bi o a kti v e n tr y pt o p h a n - u n d t yr o si nh alti g e n Di p e pti d e d er  H y dr ol y s at e v o n 
M ol k e -, S oj a- u n d R ei s pr ot ei n, h er g e st ellt  (T a b ell e 2 .1 4 ). Di e Di p e pti d e w ur d e n i n P B S 
g el ö st  u n d b a si er e n d a uf d er K o n z e ntr ati o n j e d e s Di p e pti d s ( µ m ol pr o g H y dr ol y s at/l)  ei n 
P e pti d mi x mit m a xi m al 4  g H y dr ol y s at/l h er g e st ellt. Di e s e w ur d e n bi s z u i hr er N ut z u n g f ür 
di e A C E -A kti vit ät s a s s a y s b ei -2 0  ° C g el a g ert.  
T a b ell e 2 .1 4 :  Z u s a m m e n s et z u n g d er bi o a kti v e n t r y pt o p h a n- u n d t yr o si n h alti g e n Di p e pti d e 
d er H y d r ol y s at e v o m  M ol k e -, S oj a- u n d R ei s pr ot ei n  
Di p e pti d  
µ m ol  Di p e p ti d i n 1 g H y dr ol y s at/l 
M ol k e  S oj a  R ei s  
A W   3 5  3 6  
E W   1 7  9  
I W 2 5 3  2 4  1 2  
L W   1 5 4  4 1  
V W   2 0  3 8  
W L  4 8  1 3  2 6  
W W   1 2  1 4  
I Y  1 1 5  6 1  
V Y  1 2 1  6 2  1 7 6  
b i o a kti v e P e pti d e g e s a mt 4 2 2  4 5 2  4 1 3  
 
2. 1 1. 2  Pri n zi p d e r B e sti m m u n g d e s A C E -h e m m e n d e n P ot e nti al s  
Di e B e sti m m u n g d er A C E -A kti vit ät w ur d e m o di fi zi ert n a c h C u s h m a n u n d C h e u n g 
d ur c h g ef ü hrt ( C u s h m a n & C h e u n g, 1 9 7 1) . D a s A C E k at al y si ert e hi er b ei di e H y dr ol y s e v o m  
S u b str at H i p-H L z u L -Hi sti d y l-L -L e u ci n  u n d N -B e n z o yl -gl y ci n ( Hi p p ur s ä ur e)  (A b bil d u n g 2 .1 ). 
Di e Hi p p ur s ä ur e k a n n  mitt el s R P -H P L C q u a ntifi zi ert ( λ m a x  =  2 2 8  n m) w er d e n. D ur c h di e 
Z u g a b e ei n e s I n hi bit or s w ir d e nt s pr e c h e n d w e ni g er Hi p p ur s ä ur e g e bil d et. D a d ur c h k a n n 
ü b er ei n e  K o n z e ntr ati o n sr ei h e d e s j e w eili g e n I n hi bit or s di e K o n z e ntr ati o n er mitt elt w er d e n, 
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di e n ot w e n di g i st, u m d i e A C E-E n z y m a kti vit ät u m 5 0  % z u h e m m e n (I C 5 0 -W ert).  Al s 
Bli n d w ert f ür j e d e n A s s a y di e nt e P B S u n d e nt s pr a c h  ei n er 1 0 0  %i g e n A C E -A kti vit ät.  
 
 
A b bil d u n g 2 .1 :  Pri n zi p d e s A C E -A s s a y s mit d e m S u b str at H i p-H L u n d d e s s e n H y dr ol y s e z u 
Hi p p ur s ä u r e u n d L -Hi sti d yl -L -L e u ci n d ur c h A C E  ( m o difi zi ert n a c h A h m a d 
et al., 2 0 1 7)   
 
I n d e n v er s c hi e d e n e n A s s a y s w ur d e  d a s Di p e pti d rI W a uf s ei n A C E -h e m m e n d e s P ot e nti al 
i m V er gl ei c h z u d e n Di p e pti d e n cI W u n d c DI W g et e st et. D e s W eit er e n  w ur d e n di e 
dr ei  P e pti d mi x e  v o m  M ol k e -, S oj a- u n d R ei s pr ot ei n u nt er s u c ht .  
2. 1 1. 3  H e m m p ot e nti al  v o n  r I W u n d d e n  P e pti d mi x e n  a n A C E a u s d er 
K a ni n c h e nl u n g e  
Di e B e sti m m u n g d er A C E -A kti vit ät  i s oli ert a u s d er K a ni n c h e nl u n g e w ur d e wi e u nt er 2. 1 1. 2  
b e s c hri e b e n d ur c h g ef ü hrt . Di e K o n z e ntr ati o n e n f ür di e B e sti m m u n g d e s I C 5 0 -W ert e s d er 
Di p e pti d e w ar e n 0, 2 1 bi s 2 0, 3  µ M  ( n =  3)  u n d f ür di e P e pti d mi x e 1 , 1 8 bi s 2 3 5, 2 9  m g/l  ( n =  3)  
i m A s s a y (T a b ell e 2 .1 5 ). D a s  A C E w ur d e al s l y o p hili si ert e s P ul v er mit P B S g el ö st  ( Akti vit ät 
i m A s s a y 0,0 2 5  U/ ml  (f ür di e P e pti d mi x e) b z w. 0, 0 5 U/ ml (f ür di e Di p e pti d e )), d er A s s a y wi e 
i n T a b ell e 2 .1 6  r e ali si ert u n d di e e n z y m ati s c h e R e a ktio n mit 0, 3 3  M H Cl a b g e st o p pt. Di e 
Pr o b e n w ur d e n bi s z ur M e s s u n g mitt el s  R P -H P L C b ei -2 0  ° C g el a g ert.  
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T a b ell e 2 .1 5 :  V er w e n d et e K o n z e nt r ati o n e n z ur B e sti m m u n g d e s I C 5 0 -W ert e s  
K o n z e ntr ati o n e n z ur B e sti m m u n g d e s I C 5 0 -W ert e s  
Di p e pti d e  [ µ M] P e pti d mi x e  [ m g/l] 
0, 2 1  1, 1 8  
0, 6 3  2, 3 5  
1, 3  5, 8 8  
2, 5  1 1, 7 6  
5, 1  2 3, 5 3  
1 0, 1  4 7, 0 6  
1 3, 5  1 1 7, 6 5  
2 0, 3  2 3 5, 2 9  
 
T a b ell e 2 .1 6 :  R e a kti o n s a n s at z d e s  A C E -A s s a y s  mit A C E a u s K a ni n c h e nl u n g e  
 Di p e pti d e  P e pti d mi x e  
5 m M H i p-H L  6 5  µl  1 3 0 µl  
Pr o b e o d er P B S ( Bli n d w ert)  1 0 µl  1 0 µl  
A C E  1 5  µl  3 0  µl  
I n k u b ati o n 1 h b ei 3 7 ° C  
0, 3 3 M H C l 9 5  µl  1 9 0  µl  
 
2. 1 1. 4  H e m m p ot e nt i al v o n rI W u n d d e n  P e pti d mi x e n a n A C E a u s h u m a n e m 
Pl a s m a  
Bl ut pr o b e n ( 2 0  ml), w el c h e f ür di e M e s s u n g d er A C E -A kti vit ä t di e nt e n, w ur d e n v o n 
g e s u n d e n F r ei willi g e n d ur c h P u n kti o n d er V e n e e nt n o m m e n (Erl a u b ni s  w ur d e d ur c h di e 
Et hi k k o m mi s si o n d er M e di zi ni s c h e n F a k ult ät C arl G u st a v C ar u s d er T U Dr e s d e n ert eilt , E K 
2 9 9 0 8 2 0 1 4). Di e s e w ur d e n i n C itr at-M o n o v ett e n e nt n o m m e n u n d b ei 1. 5 0 0  x  g f ür 2 0  mi n 
b ei 4  ° C z e ntrif u gi ert. D a s Pl a s m a w ur d e ali q u oti ert ( 1  ml) u n d bi s z u m A kti vit ät s a s s a y 
b ei -2 0  ° C g el a g ert. F ür di e B e sti m m u n g d e r I C5 0 -W ert e  w ur d e n b ei d e n v er s c hi e d e n e n 
Di p e pti d e n K o n z e ntr ati o n e n v o n 5 , 1 bi s 2 0, 3  µ M  ( n =  3)  u n d b ei d e n P e pti d mi x e n 
K o n z e ntr ati o n e n v o n 1 1, 7 6 bi s 2 3 5, 2 9 m g/l  ( n =  3 -8)  (T a b ell e 2 .1 7 ) i m A s s a y v er w e n d et 
(T a b ell e  2 .1 8 ). Di e e n z y m ati s c h e R e a kti o n w ur d e mit 0, 3 3  M H Cl g e st o p pt u n d di e Pr o b e n  
bi s z ur M e s s u n g mit d er R P -H P L C b ei -2 0  ° C g el a g ert.  
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T a b ell e 2 .1 7 :  V er w e n d et e K o n z e nt r ati o n e n z ur B e sti m m u n g d e s I C 5 0 -W ert e s  
K o n z e ntr ati o n e n z ur B e st i m m u n g d e s I C5 0 -W ert e s  
Di p e pti d e [ µ M]  P e pti d mi x e  [ m g/l] 
5, 1  1 1, 7 6  
1 0, 1  2 3, 5 3  
1 3, 5  5 8, 8 3  
2 0, 3  1 1 7, 6 5  
 1 5 6, 8 6  
 2 3 5, 2 9  
 
T a b ell e 2 .1 8 :  R e a kti o n s a n s at z d e s  A C E -A s s a y s  mit A C E a u s h u m a n e m Pl a s m a  
 Di p e pti d e  P e pti d mi x e  
5 m M H i p-H L  5 0 µl  1 0 0 µl  
Pr o b e o d er P B S ( Bli n d w ert)  1 0 µl  1 0 µl  
A C E  3 0 µl  6 0 µl  
I n k u b ati o n 3 0 mi n b ei 3 7 ° C  
0, 3 3 M H C l 9 5  µl  1 9 0  µl  
 
2. 1 1. 5  H e m m p ot e nti al  v o n rI W u n d d e n  P e pti d mi x e n a n A C E a u s H u m a n 
u m bili c al v ei n e n d ot h eli al c ell s ( H U V E C s)  
H U V E C s w ur d e n , wi e z u v or b e s c hri e b e n ( T h o m et al., 2 0 1 3), i s oli ert u n d k ulti vi ert. Di e 
Erl a u b ni s  z ur V er w e n d u n g v o n N a b el s c h n ür e n z ur I s oli er u n g  v o n H U V E C s w ur d e  d ur c h di e 
Et hi k k o m mi s si o n d er M e di zi ni s c h e n F a k ult ät C arl G u st a v C ar u s d er T U Dr e s d e n ert eilt 
(Erl a u b ni s  E K 2 0 3 1 1 2 0 0 5). Di e H U V E C s w ur d e n f ür d e n A s s a y mit d e n Di p e pti d e n i n 4 8 -
W ell -Mi kr otit er pl att e n b z w. f ür d e n A s s a y  mit d e n P e pti d mi x e n i n 1 2 -W ell -Mi kr otit er pl att e n 
a u s g e s ät ( Z ell w a c h st u m sfl ä c h e et w a 0. 9 5  c m 2 b z w. 3, 8  c m 2  pr o W ell ), w el c h e z u v or mit 
0, 5  % G el ati n e f ür mi n d e st e n s  1  h b ei R T b e s c hi c ht et w ur d e n. Di e Z ell e n w u c h s e n i m 
Z ell k ult ur m e di u m i n ei n e m I n k u b at or b ei 3 7  ° C u n d 5  % C O 2 . N a c h Err ei c h e n d er K o nfl u e n z 
w ur d e d a s M e d i u m a b g e s a u gt u n d di e Z ell e n z w ei m al  mit  P B S g e w a s c h e n. F ür di e 
B e sti m m u n g d er A C E -A kti vit ät u n d d er d ar a u s r e s ulti er e n d e n  B er e c h n u n g d e s  I C5 0 -W ert e s  
w ur d e n f ür di e Di p e pti d e K o n z e ntr ati o n e n v o n 2, 1 5 bi s 1 2 5  µ M  ( n =  3)  u n d  f ür di e 
P e pti d mi x e i n j e d e s W ell K o n z e ntr ati o n e n v o n 1 0  bi s 1 0 0 0  m g/l  ( n =  3 -7)  g e g e b e n  (T a b ell e  
2 .1 9 ). All e L ö s u n g e n f ür d e n  A s s a y w ar e n a uf 3 7  ° C v or g e w är mt . N a c h  d er I n k u b a ti o n 
( 4 5 mi n b ei 3 7  ° C)  w ur d e n  v o n j e d er Pr o b e 2 0 0  µl Ü b er st a n d e nt n o m m e n u n d di e 
e n z y m ati s c h e R e a kti o n  d ur c h Er hit z e n a uf 9 5  ° C  f ür 7 mi n g e st o p pt  (T a b ell e 2 .2 0 ). Di e 
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Pr o b e n w ur d e n bi s z ur M e s s u n g mit d er R P -H P L C b ei -2 0  ° C g el a g ert. F ür j e d e Pl att e mit 
k ulti vi ert e n H U V E C s  w ur d e n Z ell e n v o n ei n er N a b el s c h n ur v er w e n d et  u n d j e d e Pl att e 
b ei n h alt et e dr ei  Bli n d w ert e ( K o ntr oll e  o h n e I n hi bit or ). 
T a b ell e 2 .1 9 :  V er w e n d et e K o n z e nt r ati o n e n z ur B e sti m m u n g d e s I C 5 0 -W ert e s  
K o n z e ntr ati o n e n z ur B e sti m m u n g d e s I C 5 0 -W ert e s  
Di p e pti d e [ µ M]  P e pt i d mi x e [ m g/l] 
2, 1 5  1 0  
5  1 4, 3  
1 0  2 0  
1 5  5 0  
2 5  1 0 0  
5 0  2 0 0  
1 2 5  5 0 0  
 1 0 0 0  
 
T a b ell e 2 .2 0 :  R e a kti o n s a n s at z d e s A C E -A s s a y s  mit A C E a u s H U V E C s  
 Di p e pti d e I W  P e pti d mi x e  
4 m M H i p-H L  2 0 0 µl  1, 5 ml  
Pr o b e o d er  P B S ( Bli n d w ert)  2 0 0 µl  1, 5 ml  
A C E  A C E v o n H U V E C s  
 4 8 -W ell  1 2 -W ell  
I n k u b ati o n 4 5 mi n b ei 3 7 ° C  
A b st o p p e n  7 mi n b ei 9 5 ° C  
 
2. 1 1. 6  H e m m p ot e nti al v o n d e n P e pti d mi x e n  a n A C E a u s  A ort e nri n g e n v o n 
R att e n  
E s w ur d e n z e h n  1 2  W o c h e n alt e m ä n nli c h e Wi st ar R att e n f ür di e St u di e v er w e n d et.  Di e 
V erf a hr e n w ur d e n v o n d e n örtli c h e n B e h ör d e n d er Et hi k k o m mi s si o n d er M e di zi ni s c h e n 
F a k ult ät C arl G u st a v C ar u s d er T U Dr e s d e n g e n e h mi gt  ( A Z 2 4-9 1 6 8. 2 4 -1/ 2 0 1 2 -1 6) u n d 
w ar e n i m Ei n kl a n g mit d e n g ülti g e n E U -V or s c hrift e n . Di e R att e n w ur d e n mit Ur et h a n 
( 1, 9 g/ k g K G; i ntr a p erit o n e al) n ar k oti si ert . U m ei n V er kl u m p e n d e s Bl ut e s z u v er hi n d er n 
w ur d e d e n Ti er e n H e p ari n ( 1  ml, 5 0 0 0 I U/ ml;  i ntr a p erit o n e al) v er a br ei c ht. N a c h 
A b w e s e n h eit d er S c h w a n z -, O hr- u n d A u g e nr efl e x e w ur d e di e t h or a k al e A ort a i s oli ert , 
w el c h e  s of ort i n k alt e p h y si ol o gi s c h e S al zl ö s u n g  (P S S)  g e g e b e n w ur d e . Di e A ort a w ur d e i n 
2  m m b z w. 2 , 5 m m gr o ß e A ort e nri n g e g e s c h nitt e n u n d f ür d e n A C E -A kti vit ät s a s s a y 
M at eri al u n d M et h o d e n  
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v er w e n d et. F ür di e M e s s u n g d er A C E -A kti vit ät i n di e s e n Ri n g e n w ur d e n 1 2 -W ell -
Mi kr otit er pl att e n g e n ut zt. I n j e d e s W ell w ur d e ei n A ort e nri n g g e g e b e n ( 2 m m b z w.  2, 5 m m) 
u n d i m A s s a y K o n z e ntr at i o n e n f ür di e P e pti d mi x e v o n 2 0 bi s 1 0 0 0  m g/l  ( n =  5)  ei n g e s et zt  
(T a b ell e 2 .2 1 ). N a c h d er I n k u b ati o n ( 3 0 mi n b ei 3 7  ° C) w ur d e  v o n j e d er Pr o b e 1  ml 
Ü b er st a n d e nt n o m m e n u n d di e e n z y m ati s c h e R e a kti o n b ei 9 5  ° C  f ür 7 mi n g e st o p pt  
(T a b ell e 2 .2 2 ). Di e Pr o b e n w ur d e n bi s z ur M e s s u n g mit d er R P -H P L C b ei -2 0  ° C g el a g ert. 
Di e A ort e nri n g e w ur d e n b ei -8 0  ° C g e la g ert,  a n s c hli e ß e n d l y o p hili si ert u n d g e w o g e n, u m 
ei n e x a kt e s Tr o c k e n g e wi c ht v o n j e d e m A ort e nri n g b e sti m m e n z u k ö n n e n.  
T a b ell e 2 .2 1 :  V er w e n d et e K o n z e nt r ati o n e n z ur B e sti m m u n g d e s I C 5 0 -W ert e s  
K o n z e ntr ati o n e n  z ur B e sti m m u n g d e s I C 5 0 -W ert e s  
P e pti d mi x e [ m g/l]  
2 0  
5 0  
1 0 0  
2 0 0  
5 0 0  
1 0 0 0  
 
T a b ell e 2 .2 2 :  R e a kti o n s a n s at z d e s  A C E -A s s a y s  mit A C E a u s d e r R att e n a o rt a  
 P e pti d mi x e  
4 m M H i p-H L  1 ml  
Pr o b e o d er P B S ( Bli n d w ert)  1 ml  
A C E  A C E v o n R att e n a ort a  
I n k u b ati o n 3 0 mi n b ei 3 7 ° C  
A b st o p p e n  7 mi n b ei 9 5 ° C  
 
2. 1 1. 7  B e sti m m u n g d er A C E -A kti vit ät mit R P -H P L C  
Z ur B e sti m m u n g d e s A C E -h e m m e n d e n P ot e nt i al s d er ei n z el n e n A s s a y s w ur d e mitt el s R P-
H P L C d a s Pr o d u kt Hi p p ur s ä ur e q u a ntifi z i ert. Di e Pr o b e n v o n d e n v er s c hi e d e n e n A s s a y s 
(2. 1 1. 3 -2. 1 1. 6 ) w ur d e n a uf g et a ut u n d f ür 1 0  mi n b ei 1 3. 0 0 0  x  g u n d 4  ° C z e ntrif u gi ert. V o n  
d e n Pr o b e n d e s A C E -A s s a y s w ur d e n j e 2 0  µl i n d a s b e s c hri e b e n e H P L C-S y st e m  i nji zi ert 
u n d b ei 2 2 8  n m u n d 2 8 0  n m g e m e s s e n. F ür di e B e sti m m u n g d er A C E -A kti vit ät d er 
P e pti d mi x e w ur d e d a s Pr o gr a m m mit ei n e m Fl u s s v o n 0, 7 5  ml/ mi n v er w e n d et ( 2. 6. 2. 4 ). Di e 
A n al y s e d er I W-Pr o b e n  erf ol gt e mit ei n e m Fl u s s v o n 1  ml/ mi n u n d d e m u nt er 2. 7. 1  
b e s c hri e b e n e n Pr o gr a m m.  
M at eri al u n d M et h o d e n  
 
6 8  
2. 1 2  St ati sti s c h e A u s w ert u n g  
Di e I C 5 0 -W e rt e w ur d e n b er e c h n et, i n d e m di e A C E-A kti vit ät ( y -A c h s e) g e g e n di e 
I n hi bit or k o n z e ntr ati o n ( x-A c h s e) a uf g etr a g e n u n d ei n e M o d ell a n p a s s u n g n a c h d er  
B a y e s' s c h e n D at e n a n al y s e d ur c h g ef ü hrt w ur d e ( v o n d er Li n d e n et al., 2 0 1 4). D a s M o d ell   
𝑓 ( 𝑥 ) =
𝑎
1 + (
𝑥
𝐼 𝐶5 0
)
𝑏
 
w ur d e a n di e e x p eri m e nt ell e n D at e n a n g e p a s st, w o b ei di e A kti vit ät f al s F u n k ti o n d er 
I n hi bit or k o n z e ntr ati o n x  a n g e g e b e n wir d. Hi er b ei i st f ei n e Si g m oi d al f u n kti o n, w el c h e vo n 
dr ei g efitt et e n P ar a m et er n a b h ä n gi g i st  (a , I C5 0 , b ). B ei ei n er g e ri n g e n I n hi bit or k o n z e ntr ati o n 
x  < < I C5 0 , i st f gl ei c h d e m P ar a m et er a . Di e a n g e p a s st e  F u n kti o n f v er kl ei n ert si c h b ei 
gr ö ß er e n I n hi bit or k o n z e ntr ati o n e n u n d ni m mt d e n W ert v o n f = a/ 2  a n, w e n n x  = I C5 0 . B ei 
s e hr  h o h e n I n hi bit or k o n z e ntr ati o n e n ( x  > > I C5 0 ) n ä h ert si c h di e F u n kti o n f ei n e m W ert v o n  
0 a n. Di e  St eil h eit d e s F u n kti o n s a n sti e g e s i n d er N ä h e v o m I C5 0  wir d d ur c h d e n P ar a m et er 
b  m o difi zi ert. Ei n e  G a u ß s c h e N or m al v ert eil u n g  b e s c hr ei bt hi er b ei di e B e zi e h u n g z w i s c h e n 
e x p eri m e nt ell e n D at e n u n d d e m M o d ell ( v o n d er Li n d e n et al., 2 0 1 4). D ar ü b er hi n a u s w ur d e 
di e M e s s u n si c h er h eit d er e x p eri m e nt ell e n D at e n mit vi er Fr ei h eit s gr a d e n  b er ü c k si c hti gt. 
Di e n u m eri s c h e U m s et z u n g d er B a y e s' s c h e n D at e n a n al y s e erf ol gt e d ur c h ei n e n m e hrf a c h 
g e s c h a c ht elt e n Sti c h pr o b e n al g orit h m u s ( S killi n g, 2 0 0 6; F er o z & H ob s o n, 2 0 0 8) . S o mit 
er m ö gli c h t di e s e A n al y s e ei n e z u v erl ä s si g e S c h ät z u n g d er P ar a m et er u n d d er e n 
U n si c h er h eit e n s o wi e K o nfi d e n zi nt er v all e d er a n g e p a s st e n F u n kti o n .     
Di e K o n z e ntr ati o n e n f ür di e v er s c hi e d e n e n I W s  u n d P e pti d mi x e, w el c h e f ür di e  B er e c h n u n g 
d e s  I C5 0 -W ert e s  g e m e s s e n w ur d e n, w ar e n a b h ä n gi g v o m j e w eili g e n A C E -S y st e m ( 2. 1 1. 3  -
2. 1 1. 6 ). F ür di e Di p e pti d e w ur d e n di e s e mit n = 3 u n d f ür di e P e pti d mi x e mit n = 3 -8 
b e sti m mt. D er I C 5 0 -W ert i st al s Mitt el w ert ± St a n d ar d a b w ei c h u n g a n g e g e b e n. D a s A C E -
h e m m e n d e P ot e nti al i n d e n A ort e nri n g e n d er R att e n w ur d e u nt er B er ü c k si c hti g u n g d e s 
G e wi c ht s j e d e s ei n z el n e n Ri n g s b er e c h n et.  
M ö gli c h e si g nifi k a nt e U nt er s c hi e d e  z wi s c h e n d e n I C 5 0 -W ert e n w ur d e n mit ei n er o n e -w a y 
A N O V A , g ef ol gt v o n ei n e m T u k e y T e st, mit d er Soft w ar e Gr a p h P a d  Pri s m 6. 0 5  b e sti m mt. 
Ei n W ert v o n P  ≤  0, 0 5 w ur d e al s si g nifi k a nt er U nt er s c hi e d a n g e s e h e n.  Di e gr afi s c h e 
D ar st ell u n g erf ol gt e e b e nf all s mit di e s e m Pr o gr a m m.     
   
Er g e b ni s s e  
 
6 9  
3  Er g e b ni s s e  
3. 1  M ol e k ul ar bi ol o gi s c h e M et h o d e n  
3. 1. 1  Pl a s mi d -V e r vi elf älti g u n g  
Z ur V er vi elf älti g u n g d e s Pl a s mi d s p M K -R Q , mit d er r e p etiti v e n I W -S e q u e n z , w ur d e di e s e s 
i n k o m p et e nt e D H 5 α  E.  c oli  Z ell e n tr a n sf or mi ert  u n d a uf ei n er A g ar p l att e a u s pl atti ert. Vo n 
z w ei Kl o n e n (I W Kl o n  1 u n d I W Kl o n  2) w ur d e ei n e Mi di pr e p Pl a s mi d a ufr ei ni g u n g 
d ur c h g ef ü hrt  (2. 2. 6. 2 ).  
Di e  D N A -K o n z e ntr ati o n d er g er ei ni gt e n D N A f ür I W Kl o n 1 w ar mit 9 1 2, 6 7  n g/ µl u n d f ür I W 
Kl o n  2 mit 7 7 5, 1 7  n g / µl i n ei n e m ä h nli c h e n B er ei c h. 
N a c h d e m K o ntr oll v er d a u mit d e n R e stri kti o n s e n z y m e n E c o RI -H F u n d X m nI  z ei gt e si c h b ei 
b ei d e n Kl o n e n n a c h d er A n al y s e ei n e B a n d e b ei 2 6 4  b p  ( Pf eil) i m A g ar o s e g el (A b bil d u n g 
3 .1 ), w el c h e d e m Er w art u n g s w ert  e nt s pr a c h . F ür di e w eit er e n Kl o ni er u n g s ar b eit e n mit 
E.  c oli  w ur d e d er  I W Kl o n 1 v er w e n d et .   
 
A b bil d u n g 3 .1 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s 1, 5 % A g a r o s e g el z ur K o nt r oll e d e s 
V er d a u s v o n I W Kl o n  1 u n d I W Kl o n  2  mit E c o RI -H F u n d X m nI ; B a h n 1: 
G e n e R ul er ™  5 0 b p D N A L a d d er , B a h n 2: V er d a u I W Kl o n 1, B a h n 3: V er d a u I W 
Kl o n  2 ; Pf eil m ar ki ert di e B a n d e d e s Pr o d u kt s n a c h d e m K o ntr oll v er d a u  mit 
E c o RI -H F u n d X m nI  
Er g e b ni s s e  
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3. 2  Kl o ni er u n g  i n E. c oli  
3. 2. 1  V e r d a u v o n Pl a s mi d -D N A u n d V e kt or mit R e stri kti o n s e n z y m e n u n d 
A ufr ei ni g u n g  
Z ur I nt e gr ati o n d er r e p e titi v e n I W-S e q u e n z ( e nt h alt e n i m Pl a s mi d v o n I W Kl o n 1) i n d e n 
E x pr e s si o n s v e kt or p M A L -c 5 X  m u s st e n b ei d e Pl a s mi d e mit d e n R e stri kti o n s e n z y m e n 
E c o RI -H F u n d X m nI  v er d a ut w er d e n ( 2. 4. 1 ). Di e Pr o d u kt e w ur d e n i m A g ar o s e g el a n al y si ert 
u n d di e e nt s pr e c h e n d e B a n d e  a u s di e s e m a u s g e s c h n itt e n u n d a uf g er ei ni gt.  
Di e D N A -K o n z e ntr ati o n f ür di e  a u s d e m A g ar o s e g el g er ei ni gt e  2 6 4  b p gr o ß e r e p etiti v e 
D N A -S e q u e n z v o n I W Kl o n 1 w ar 1 0, 6 0 n g/ µl. Di e D N A d e s li n e ari si ert e n V e kt or s ( o h n e 
M C S z wi s c h e n E c o RI -H F u n d X m nI ) h att e n a c h d e m V er d a u u n d d er A ufr ei ni g u n g ei n e 
K o n z e ntr ati o n v o n 1 8, 1 2  n g/ µl.     
3. 2. 2  D et e kti o n p o siti v e r Kl o n e  
D a s v er d a ut e Zi elfr a g m e nt v o m  I W Kl o n 1 w ur d e mit d e m li n e ari si e rt e n V e kt or mit Hilf e d e s 
E n z y m s  Li g a s e li gi ert. D er n e u g e n eri ert e V e kt or mit d er r e p etiti v e n D N A -S e q u e n z w ur d e 
i n k o m p et e nt e E.  c oli  Z ell e n tr a n sf or mi ert u n d e s erf ol gt e a n s c hli e ß e n d ei n e D et e kti o n d er 
p o siti v e n Kl o n e.  
D ur c h ei n e S e q u e n zi er u n g a u s g e w ä hlt e r Kl o n e ( Kl o n 1 8 u n d 1 9) s ollt e d a s V orli e g e n v o n 
M B P -I W v erifi zi ert w er d e n.  U m di e s e n D N A -A b s c h nitt s e q u e n zi er e n  z u k ö n n e n, m u s st e mit 
d e n Pri m er n ei n e P C R z ur V er vi elf älti g u n g d e s g e w ü n s c ht e n D N A -A b s c h nitt s d ur c h g ef ü hrt 
w er d e n. Di e A nl a g er u n g d er Pri m er M B P _I W _ F u n d M B P _I W _ R  w ur d e s o g e w ä hlt, d a s s 
di e s e a u ß er h al b d e s r e p etiti v e n  I W-A b s c h nitt s i m 5' u n d 3' B er ei c h i n d er D N A d e s 
E x pr e s si o n s v e kt or s  erf ol gt e. D e m n a c h w u r de  di e I W -S e q u e n z v oll st ä n di g v o n d e m 6 9 8  b p 
gr o ß e n S e q u e n z b er ei c h z wi s c h e n d e n b ei d e n Pri m er n erf a s st .  
Di e P C R -Pr o d u kt e w ur d e n mit  ei n e m A g ar o s e g el a n al y si ert u n d di e Kl o n e 1 8 u n d 1 9  
z ei gt e n  i n d e n B ah n e n 1  u n d 2  (A b bil d u n g 3 .2 ) di e er w art et e B a n d e k n a p p u nt er h al b v o n 
7 0 0  b p ( Pf eil ). D er V e kt or p M A L -c 5 X  o h n e  di e r e p etiti v e I W -S e q u e n z al s  I n s ert wi e s 
er w art u n g s g e m ä ß k ei n e B a n d e i n di e s e m B er ei c h a uf ( B a h n  3 ), s o n d er n ei n e B a n d e  b ei 
et w a 5 0 0  b p  (A b bil d u n g 3 .2 ).   
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A b bil d u n g 3 .2 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s 1, 5 % A g ar o s e g el mit  d e n P C R -
Pr o d u kt e n d er Kl o n e 1 8, 1 9 u n d d e m V e kt o r p M A L -c 5 X  mit d e n Pri m er n 
M B P _I W _ F u n d M B P _I W _ R ; B a h n e n  1  u n d 2: Kl o n 1 8 u n d 1 9, B a h n 3: V e kt or 
p M A L -c 5 X , B a h n 4: Q ui c k-L o a d P ur pl e 2 -L o g D N A L a d d er ; Pf eil m ar ki ert d a s 
P C R -Pr o d u kt + I n s ert ( mit d e n Pri m er n  M B P _I W _ F u n d M B P _I W _ R ) 
 
Di e A u s w ert u n g d er S e q u e n z d at e n v o n d e n K l o n en  1 8 u n d 1 9 z ei gt e n , d a s s di e s e di e 
R e stri kti o n s s c h nitt st ell e n f ür X m nI  u n d E c o RI  s o wi e d a s i n d er ri c hti g e n Ori e nti er u n g u n d 
v oll st ä n di g i nt e gri ert e I n s ert d er r e p etiti v e n I W -S e q u e n z  e nt hi elt e n  ( ni c ht g e z ei gt). S o mit 
w ur d e n di e s e Kl o n e al s p o siti v v er ifi zi ert u n d mit d e m Kl o n 1 8, i m W eit er e n  al s  p M A LI W  
K 1 8  b e z ei c h n et , all e w eit er e n  E x p eri m e nt e  i n E.  c oli  d ur c h g ef ü hrt.  
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3. 3  K ulti vi er u n g u n d E x pr e s si o n  mit  E. c oli   
3. 3. 1  O pti m i e r u n g d er Pr ot ei n e x pr e s si o n d e s l ö sli c h e n M B P-I W 
Mit d e m p o siti v e n Kl o n p M A LI W  K 1 8 w ur d e n  v or d er Pr ot ei n pr o d u kti o n v er s c hi e d e n e 
P ar a m et er g e pr üft, u m di e W a c h st u m s b e d i n g u n g e n b z w. di e Pr o d u kti o n v o n M B P -I W 
( 5 2 k D a)  z u o pti mi er e n ( si e h e K a pit el 2. 5. 2 ). Di e P ar a m et er w ar e n v er s c hi e d e n e I P T G-
K o n z e n tr ati o n e n z ur I n d u kti o n d er Pr ot ei n e x pr e s si o n , W a c h st u m st e m p er at ur e n  s o wi e 
u nt er s c hi e dli c h e Z eit p u n kt e z ur Er nt e d er B a kt eri e n k ult ur. Z ur B e urt eil u n g, w el c h e 
B e di n g u n g e n di e b e st m ö gli c h e n w ar e n , di e nt e d a s V er h ält ni s v o n ei n er m a xi m al e n 
A u s b e ut e a n l ö sli c h  p r o d u zi ert e m M B P -I W z u u nl ö sli c h pr o d u zi ert e m  M B P -I W (v or h a n d e n  
i n I n cl u si o n B o di e s) n a c h d e m Z ell a uf s c hl u s s. I m F ol g e n d e n si n d e x e m pl ari s c h ei n 
s c hl e c ht e s V er h ält ni s v o n l ö sli c h z u u nl ö sli c h pr o d u zi ert e m M B P -I W (A b bil d u n g 3 .3  A)  
s o wi e ei n g ut e s V er h ält ni s v o n l ö sli c h e m z u u nl ö sli c h e m M B P -I W (A b bil d u n g 3 .3  B ) 
d ar g e st ellt.  
 
A b bil d u n g 3 .3 :  A) El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g  mitt el s 1 2  % S D S -G el d er  P r o b e n  v o n  
d er  Pr ot e i n e x pr e s si o n b ei 3 7 ° C n a c h 1  h;  B a h n 1: u nl ö sli c h e Pr ot ei n e ( P ell et) 
n a c h  1  m M I P T G, B a h n 2: l ö sli c h e Pr ot ei n e ( Ü b er st a n d) n a c h  1  m M I P T G, B a h n 
3:  P a g e R ul er ™  Pr e st ai n e d  P r ot ei n L a d d er; Pf eil m ar ki ert M B P -I W; B ) 
El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s 1 0  % S D S -G el d er  P r o b e n  v o n  d er  
Pr ot e i ne x pr e s si o n b ei 2 5  ° C n a c h 6  h;  B a h n 1: P a g e R ul er ™ Pr e st ai n e d  
P r ot ei n L a d d er, B a h n 2: u nl ö sli c h e Pr ot ei n e ( P ell et) n a c h  0, 1  m M I P T G, B a h n 3: 
lö sli c h e Pr ot ei n e ( Ü b er st a n d) n a c h  0, 1  m M I P T G, B a h n 4: u nl ö sli c h e Pr ot ei n e 
( P ell et) n a c h 0, 5  m M I P T G, B a h n 5 : lö sli c h e Pr ot ei n e ( Ü b er st a n d) n a c h  0, 5  m M 
I P T G; Pf eil m ar ki ert M B P -I W  
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I n A b bil d u n g 3 .3  A z ei gt e si c h i m P ell et n a c h d e m Z ell a uf s c hl u s s  ( unl ö sli c h e  Pr ot ei n e ) ei n e 
m ar k a nt e B a n d e b ei et w a 5 2  k D a ( B a h n  1, Pf eil). I n d er Pr o b e  v o m Ü b er st a n d ( l ö sli c h e 
Pr ot ei n e ; B a h n 2 ) w ar di e s e B a n d e n a c h d er I n d u kti o n mit I P T G e b e nf all s z u er k e n n e n, 
j e d o c h d e utli c h s c h w ä c h er. Hi n g e g e n z ei gt di e A b bil d u n g 3 .3  B ei n g ut e s V er h ält ni s. M B P -
I W w ur d e w eit er hi n u nl ö sli c h pr o d u zi ert ( B a h n 2 u n d 4, Pf eil), a b er hi er w ar a u c h ei n d e utli c h 
gr ö ß er er b z w.  q u a ntit ati v  ä h nli c h er A nt eil a n l ö sli c h e m M B P -I W ( B a n d e b ei 5 2 k D a, B a h n 
3 u n d  5, Pf eil) i m S D S -G el z u er k e n n e n.  
I n T a b ell e 3 .1  w ur d e n di e v er s c hi e d e n e n P ar a m et er z u s a m m e n g ef a s st u n d n a c h i hr e m  
V er h ält ni s v o n l ö sli c h  z u u nl ö sli c h pr o d u zi ert e m  M B P -I W b e urt eilt. D a e i n e W a c h st u m s -
t e m p er at ur vo n 3 7  ° C g e n er ell u n g ü n sti g f ür ei n g ut e s E x pr e s si o n s v er h ält ni s w ar, k o n nt e  
di e s e  f ür ei n e w eit er e Pr ot ei n e x pr e s si o n a u s g e s c hl o s s e n w er d e n u n d di e P ar a m et er 
w er d e n ni c ht i n d er T a b ell e 3 .1  mit b er ü c k si c hti gt . A uf Gr u n d d er Er g e b ni s s e d e s 
V er h ält ni s s e s v o n l ö sli c h e m z u u nl ö sli c h e m M B P -I W w ur d e f ür di e Pr o d u kti o n d e s Pr ot ei n s 
i m W eit er e n v or z u g s w ei s e ei n e K ulti vi er u n g s d a u er d er i n d u zi ert e n E.  c oli  B a kt eri e n k ult ur 
v o n et w a 6  h g e w ä hlt. O b w o hl n a c h 6  h s o w o hl f ür 2 5  ° C al s a u c h f ür 3 0  ° C 
K ulti vi er u n g st e m p er at ur ei n g ut e s V er h ält ni s v o n l ö sli c h e m z u u nl ö sli c h e m M B P -I W er zi elt 
w er d e n k o n nt e  (T a b ell e 3 .1 ), w ur d e f ür di e Pr ot ei n e x pr e s si o n ei n e W a c h st u m st e m p er at ur 
v o n 2 5  ° C g e w ä hlt , d a hi er a u c h ei n g ut e s V er h ält ni s n a c h  ei n er K ulti vi er u n g s d a u er v o n  
2 1  h v orl a g . B ei di e s e m V or g e h e n k o n nt e er w art et w er d e n, d a s s d a s Er g e b ni s w e ni g er v o n 
d er K ulti vi er u n g s d a u er i m Ei n z elf all a b h ä n gi g w ar. Hi n si c htli c h d er v er w e n d et e n  I P T G-
K o n z e ntr ati o n e n  k o n nt e w e d er b ei 2 5  ° C n o c h b ei 3 0  ° C ei n U nt er s c hi e d er mitt elt w er d e n, 
w e s h al b n a c hf ol g e n d i m m er di e g eri n g er e mit 0, 1  m M v er w e n d et  w ur d e.  
T a b ell e 3 .1 :  B e urt eil u n g d e s V e r h ält ni s s e s d er E x pr e s si o n v o n l ö sli c h e m M B P -I W z u 
u nl ö sli c h e m M B P -I W b ei ei n e m W a c h st u m d er B a kt eri e n u nt er v er s c hi e d e n e n 
B e di n g u n g e n  
B e di n g u n g e n  
V er h ält ni s v o n  l ö sli c h e m z u u nl ö sli c h e m M B P -I W 
3 0 ° C  2 5 ° C  
W a c h st u m s z eit  0, 1 m M I P T G  0, 5 m M I P T G  0, 1 m M I P T G  0, 5 m M I P T G  
4 h  x  x  x  x  
6 h  +  +  +  +  
2 1 h  x  x  +/ x  +/ x  
2 8 h  x  x  x  x  
4 7 h  x  x  x  x  
  x:  s c hl e c ht e s V er h ält ni s ; +: g ut e s V er h ält ni s  
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3. 4  Pr ot ei n r ei ni g u n g  v o n M B P -I W a u s E. c oli  u n d I s ol ati o n v o n  
r I W 
3. 4. 1  Pr ot ei nr ei ni g u n g  
3. 4. 1. 1  R ei ni g u n g  ü b er Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e  
D er er st e R ei ni g u n g s s c hritt mitt el s  Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e w ur d e  wi e u nt er 2. 6. 1. 2  
b e s c hri e b e n d ur c h g ef ü hrt. Al s A uftr a g di e nt e d er Ü b er st a n d v o m Kl o n p M A LI W  K 1 8 n a c h  
d e m  Z ell a uf s c hl u s s. A b bil d u n g 3 .4  (Z eit a ufl ö s u n g v er gr ö ß ert  i n A b bil d u n g 3 .5 ) z ei g t 
e x e m pl ari s c h d a s C hr o m at o gr a m m ei n er A uftr e n n u n g . Z u B e gi n n ( w ä hr e n d d e s A uftr a gs) 
w ur d e d ur c h V er u nr ei ni g u n g e n, P uff er b e st a n dt eil e u n d a n d er e Pr ot ei n e ei n e h o h e 
A b s or pti o n d et e kti ert ( v o m B e gi n n d e s L a uf s bi s  et w a 2 5 0  mi n, A b bil d u n g 3 .4 ), w el c h e b ei m 
W a s c h s c hritt  wi e d er  s a n k  (A b bil d u n g 3 .4  u n d A b bil d u n g 3 .5 ).  
 
A b bil d u n g 3 .4 :  E x e m pl a ri s c h e s  C h r o m at o gr a m m  d e s er st e n R ei ni g u n g s s c h ritt s 
(Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e ) mit  v o n  E.  c oli  pr o d u zi ert e n P r ot ei n e n ; U V -
D et e kti o n b ei λ  = 2 8 0  n m [ m A U] ( bl a u e Li ni e) u n d λ = 2 2 0  n m [ m A U] (r ot e Li ni e); 
Di e br a u n e Li ni e gi bt di e L eitf ä hi g k eit i n m S/ c m a n ; Di e K o n z e ntr ati o n d e s 
El uti o n s p uff er s i m Gr a di e nt e n mi s c h er [ %] i st d ur c h d i e gr ü n e Li ni e 
g e k e n n z ei c h n et  
0 5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0
0
5 0 0
1 0 0 0
1 5 0 0
2 0 0 0
2 5 0 0
3 0 0 0
3 5 0 0
4 0 0 0
C hr o m at o gr a m m: Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e mit 1 ml M B P Tr a p H P
 
 A b s or pti o n b ei 2 8 0 n m [ m A U]
 A b s or pti o n b ei 2 2 0 n m [ m A U]
 L eitf ä hi g k eit [ m S/ c m]
 K o n z e ntr ati o n El uti o n s p uff er [ %]
Z eit [ mi n]
0
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
 
2 0, 0
2 0, 5
2 1, 0
2 1, 5
2 2, 0
 
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
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N a c h Er h ö h u n g d er K o n z e ntr ati o n d e s  El uti o n s p uff er s a b 2 7 7  mi n  el ui ert e  d a s g e b u n d e n e 
Pr ot ei n a b et w a 2 7 9  mi n v o n d er S ä ul e ( A b bil d u n g 3 .5 ). Di e El uti o n sf r a kti o n e n i n n er h al b 
d e s P e a k s ( B er ei c h z wi s c h e n d e n s e n kr e c ht g e stri c h elt e n Li ni e n,  2 2  Fr a k ti o ne n  à 5 0 0  µl) 
w ur d e n  mitt el s S D S -P A G E  a n al y si ert, u m d e n R ei ni g u n g s s c hritt z u pr üf e n . 
   
A b bil d u n g 3 .5 :  E x e m pl a ri s c h e s  C h r o m at o gr a m m  d e s  er st e n R ei ni g u n g s s c h ritt s 
(Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e ) mit v o n E.  c oli  pr o d u zi ert e n Pr ot ei n e n , 
z eitli c h e A ufl ö s u n g  d er El uti o n v er gr ö ß e rt ; U V -D et e kti o n b ei λ = 2 8 0  n m 
[ m A U] ( bl a u e Li ni e) u n d λ = 2 2 0 n m [ m A U] (r ot e Li ni e); Di e br a u n e Li ni e gi bt di e 
L eitf ä hi g k eit i n m S/ c m a n ; Di e K o n z e ntr ati o n d e s El uti o n s p uff er s i m 
Gr a di e nt e n mi s c h er [ %] i st d ur c h d i e gr ü n e Li ni e g e k e n n z ei c h n et; B er ei c h 
z wi s c h e n d e n s e n kr e c ht g e stri c h elt e n Li ni e n  z ei gt, i n w el c h e m Z eit b er ei c h di e  
El uti o n sfr a kti o n e n  g e s a m m elt u n d  ei n z el n a n al y si ert w ur d e n  
 
2 6 0 2 7 0 2 8 0 2 9 0 3 0 0 3 1 0
0
5 0 0
1 0 0 0
1 5 0 0
2 0 0 0
2 5 0 0
3 0 0 0
3 5 0 0
4 0 0 0
C hr o m at o gr a m m: Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e mit 1 ml M B P Tr a p H P
 
 A b s or pti o n b ei 2 8 0 n m [ m A U]
 A b s or pti o n b ei 2 2 0 n m [ m A U]
 L eitf ä hi g k eit [ m S/ c m]
 K o n z e ntr ati o n El uti o n s p uff er [ %]
Z eit [ mi n]
0
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 0 0
 
2 0, 0
2 0, 5
2 1, 0
2 1, 5
2 2, 0
 
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
Di e A n al y s e mitt el s S D S -P A G E  d er  Z ell e n n a c h d e m  A uf s c hl u s s z ei gt e, d a s s M B P -I W 
s o w o hl u nl ö sli c h  (i m P ell et, A b bil d u n g 3 .6 , u P) al s  a u c h gl ei c h w erti g l ö sli c h (i m v er d ü n nt e n 
Ü b er st a n d, A ) pr o d u zi ert w ur d e. E s k o n nt e ni c ht d a s g e s a mt e Pr ot ei n M B P -I W a n di e S ä ul e 
g e b u n d e n w er d e n , d a a u c h i n d e n  Fr a kti o n e n d e s D ur c hfl u s s e s e nt s pr e c h e n d e B a n d e n i m 
B er ei c h v o n M B P -I W z u fi n d e n  w ar e n  ( D). W a s a n di e S ä ul e g e b u n d e n w ur d e, bli e b a u c h 
w ä hr e n d d e s W a s c h s c hritt s f e st a uf d er M B P Tr a p H P S ä ul e , d a k ei n erl ei Pr ot ei n e i n d er 
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e nt s pr e c h e n d e n Pr o b e d et e kti ert w u r d e n ( W). I n all e n a n al y si ert e n Pr o b e n d er ei n z el n e n 
El uti o n sf r a kti o n e n w ur d e d a s Pr ot ei n M B P -I W d et e kti ert u n d k o n nt e s o mit  erf ol gr ei c h el ui ert 
w er d e n (A b bil d u n g 3 .6  u n d A b bil d u n g 3 .7 , Pf eil). Di e Fr a kti o n e n z u A nf a n g d e s P e a k s 
( Fr a kti o ne n  2 -5, A b bil d u n g 3 .6 , F 2 -F 5 ) w ar e n j e d o c h n o c h s e hr v er u nr ei ni gt , w a s v or all e m 
a uf  ei n Pr ot ei n b ei et w a 4 2  k D a  z ur ü c k z uf ü hr e n w ar . Di e Fr a kti o n e n 2-1 2 (A b bil d u n g 3 .6  
u n d A b bil d u n g 3 .7 , F 2-F 1 2) e nt hi elt e n d e n gr ö ßt e n A nt eil a n M B P -I W u n d w ur d e n d a h er f ür 
d e n  z w eit e n R ei ni g u n g s s c hritt  g e p o olt u n d al s A uftr a g ei n g e s et zt . 
 
A b bil d u n g 3 .6 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s 1 0  %  S D S -G el d e r Pr o b e n v o m 
er st e n  R ei ni g u n g s s c h rit t ( Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e); M : P a g e R ul er ™ 
Pr e st ai n e d  P r ot ei n L a d d er, u P:  u nl ö sli c h e s Pr ot ei n n a c h d e m Z ell a uf s c hl u s s, A : 
l ö sli c h e s Pr ot ei n n a c h d e m Z ell a uf s c hl u s s ( A uftr a g 6 -f a c h mit S ä ul e n p uff er 
v er d ü n nt), D : D ur c hfl u s s, W : W a s c h s c hritt, F 1 -F 5 : Fr a kti o n 1-5 ; Pf eil m ar ki ert 
M B P -I W 
 
 
A b bil d u n g 3 .7 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s 1 0  %  S D S -G el d e r Pr o b e n v o m 
er st e n R ei ni g u n g s s c h rit t (Affi nit ät s c h r o m at o gr a p hi e ); A) F 6 -F 8 : Fr a kti o n 6-
8, M : P a g e R ul er ™ Pr e st ai n e d  P r ot ei n L a d d er, F 9 -F 1 4 : Fr a kti o n 9-1 4;  Pf eil 
m ar ki ert M B P -I W; B) F 1 5 -F 1 9 : Fr a kti o n 1 5-1 9, M : P a g e R ul er ™ Pr e st ai n e d  
P r ot ei n L a d d er, F 2 0 -F 2 2 : Fr a kti on 2 0 -2 2 ; Pf eil m ar ki ert M B P-I W 
Er g e b ni s s e  
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3. 4. 1. 2  R ei ni g u n g ü b er G r ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e  
D er z w eit e R ei ni g u n g s s c hritt mitt el s Gr ö ß e n a u s s c h u s s c hr o m at o gr a p hi e w ur d e ü b er di e 
Hi L o a d 1 6/ 6 0 0 S u p er d e x 2 0 0  p g S ä ul e  wi e b e s c hri e b e n ( 2. 6. 1. 3 ) d ur c h g ef ü hrt. Al s A uftr a g 
di e nt e n di e El uti o n sfr a kti o n e n, w el c h e n a c h d er Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e  d e n h ö c h st e n 
G e h alt a n  M B P -I W e nt hi elt e n  ( hi er e x e m pl ari s c h di e Fr a kti o n e n 2-1 2, si e h e 3. 4. 1. 1 ). Di e s e 
w ur d e n v er ei nt u n d ü b er ei n e 5  ml I nj e kti o n s s c hl eif e a uf di e S ä ul e g el a d e n. I n A b bil d u n g 
3 .8  i st ei n C hr o m at o gr a m m d e s L a ufs e x e m pl ari s c h d ar g e st ellt. I n d e n C hr o m at o gr a m m e n 
all er L ä uf e  w ar e n dr ei  P e a k s mitt el s U V -D et e kti o n z u  er k e n n e n . B ei d er er st m ali g e n 
V er w e n d u n g d er  M et h o d e w ur d e n all e  F r a kti o n e n i n n er h al b di e s er P e a k s mit  S D S -P A G E 
a n al y si ert . Da s Pr ot ei n M B P -I W b ef an d si c h i n d e n Fr a kti o n e n d e s er st e n  P e a k s ( ni c ht 
g e z ei gt)  u n d el ui ert e d e m n a c h i m er st e n  u n d gl ei c h z eiti g h ö c h st e n P e a k a b et w a 4 0  mi n . 
V o n di e s e n El uti o n sf r a kti o n e n ( B er ei c h z wi s c h e n d e n s e n kr e c ht g e stri c h elt e n Li ni e n, 
2 6  Fr a kti o n e n à 7 5 0  µl) w ur d e n Pr o b e n mit t el s S D S -P A G E a n al y si ert. N a c h et w a 1 1 5  mi n 
p a s si ert e n di e S al z e v o m S ä ul e n p uff er ( P uff er, i n d e m  Pr ot ei n e a u s d e m er st e n  R ei ni g u n g s -
s c hritt e nt h alt e n w ar e n) di e S ä ul e, w a s z ur Er h ö h u n g d er L eitf ä hi g k eit f ü hrt e.   
 
A b bil d u n g 3 .8 :  E x e m pl ari s c h e s C h r o m at o gr a m m d e s z w eit e n  R ei ni g u n g s s c hritt s (G r ö ß e n -
a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e ) mit v o n E.  c oli  pr o d u zi ert e n P r ot ei n e n ; U V -
D et e kti o n b ei λ = 2 8 0  n m [ m A U] ( bl a u e Li ni e) u n d λ = 2 2 0  n m [ m A U] (r ot e Li ni e); 
Di e br a u n e Li ni e gi bt di e L eitf ä hi g k eit i n m S/ c m a n ; B er ei c h z wi s c h e n d e n 
s e n kr e c ht  g e stri c h elt e n  Li ni e n  z ei gt,  i n  w el c h e m  Z eit b er ei c h  di e 
El uti o n sfr a kti o n e n g e s a m m elt u n d e i n z el n a n al y si ert w ur d e n
0 5 0 1 0 0 1 5 0
0
5 0 0
1 0 0 0
1 5 0 0
C hr o m at o gr a m m: Gr ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e mit 
Hi L o a d 1 6/ 6 0 0 S u p er d e x 2 0 0 p g
 
 A b s or pti o n b ei 2 8 0 n m [ m A U]
 A b s or pti o n b ei 2 2 0 n m [ m A U]
 L eitf ä hi g k eit [ m S/ c m]
Z eit [ mi n]
0
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
 
1 6
1 7
1 8
1 9
2 0
2 1
2 2
 
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
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Di e n a c hf ol g e n d e A n al y s e d er ei n z el n e n El uti o n sfr a kti o n e n i n n er h al b d e s P e a k s  mitt el s 
El e ktr o p h or e s e  z ei gt e, d a s s d a s Pr ot ei n M B P -I W d ur c h d e n z w eit e n R ei ni g u n g s s c hritt 
s a u b er i s oli ert w er d e n k o n nt e ( A b bil d u n g 3 .9  u n d A b bil d u n g 3 .1 0 , Pf eil). D a s Pr ot ei n mit 
ei n er Gr ö ß e v o n et w a 4 2  k D a , w el c h e s n a c h d e m er st e n  R ei ni g u n g s s c hritt v or h a n d e n w ar  
( Auftr a g: A , g e p o olt e Fr a kti o n e n n a c h d er Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e, A b bil d u n g 3 .9 ), k o n nt e 
mit d e m z w eit e n  R ei ni g u n g s s c hritt e ntf er nt w er d e n . D a s Pr ot ei n l a g n u n i n d er g e w ü n s c ht e n 
R ei n h eit v or u n d di e Fr a kti o n e n  4 -1 7  ( hi er e x e m pl ari s c h) mit d e m gr ö ßt e n A nt eil a n M B P -
I W (A b bil d u n g 3 .9  u n d A b bil d u n g 3 .1 0 , F 4-F 1 7 ) w ur d e n z u s a m m e n g e br a c ht u n d di e nt e n 
al s Pr o b e f ür di e a n s c hli e ß e n d e H y dr ol y s e v o n M B P -I W.  
 
A b bil d u n g 3 .9 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s 1 0  %  S D S -G el  d e r Pr o b e n v o m 
z w eit e n  R ei ni g u n g s s c hritt  (G r ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e ); M : 
P a g e R ul er ™ Pr e st ai n e d  P r ot ei n L a d d er, A : A uftr a g (g e p o olt e Fr a kti o n e n n a c h 
Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e), F 1 -F 8 : Fr a kti o n 1-8 ; Pf eil m ar ki ert M B P-I W 
 
 
A b bil d u n g 3 .1 0 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s 1 0  % S D S -G el d e r Pr o b e n v o m 
z w eit e n R ei ni g u n g s s c h ritt  (G r ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e ); A) F 9 -
F 1 6 : Fr a kti o n 9-1 6, M : P a g e R ul er ™ Pr e st ai n e d  P r ot ei n L a d d er, F 1 7 : Fr a kti o n 1 7; 
Pf eil m ar ki ert M B P -I W; B) F 1 8 -F 2 0 : Fr a kti o n 1 8-2 0, M : P a g e R ul er ™ Pr e st ai n e d  
P r ot ei n L a d d er, F 2 1 -F 2 6 : Fr a kti o n 2 1-2 6 ; Pf eil m ar ki ert M B P-I W  
Er g e b ni s s e  
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I m l et zt e n S c hritt s ollt e l a ut p M A L Pr ot ei n F u si o n & P urifi c ati o n S y st e m d a s g er ei ni gt e 
Pr ot ei n ( M B P -I W) mit Hilf e  d er P r ot e a s e F a kt or X a a n d er s p e zifi s c h e n S c h nitt st ell e 
v o n ei n a n d er g etr e n nt w er d e n (I W -K o n str u kt ei n z el n o h n e Bi n d u n g a n M B P). Hi erf ür w ur d e n 
d i e Fr a kti o n e n, w el c h e di e gr ö ßt e M e n g e d e s i s oli ert e n Pr ot ei n s M B P -I W n a c h d er 
R ei ni g u n g e nt hi elt e n v er ei nt , ei n e Pr ot ei n b e sti m m u n g d ur c h g ef ü hrt ( 2. 3. 1 ) u n d d a s Pr ot ei n 
M B P -I W u nt er v er s c hi e d e n e n B e di n g u n g e n mit d e m E n z y m F a kt or X a i n k u bi ert ( d et ailli ert e  
I nf or m ati o n hi er z u si e h e A n h a n g K a pit el 8. 1. 2 ). E s w ar  j e do c h ni c ht m ö gli c h , d a s I W -
K o n str u kt v o m Affi nit ät st a g M B P z u tr e n n e n ( A n h a n g, 8. 2. 1 ). A u s di e s e m Gr u n d w ur d e i m 
R a h m e n di e s er Ar b eit di e H y dr ol y s e i m m er mit d e m k o m pl ett e n Pr ot ei n M B P -I W 
d ur c h g ef ü hrt u n d ni c ht n ur mit d e m 1 0  k D a gr o ß e n I W -K o n str u kt.   
3. 4. 2  H y dr ol y s e v o n M B P -I W u n d I s ol ati o n v o n rI W 
3. 4. 2. 1  B e urt eil u n g d er H y dr ol y s e  
E s w ur d e g e pr üft, o b ei n ei n st ufi g er ( α -C h y m otr y p si n) o d er ei n z w ei st ufi g er E n z y m v er d a u 
( α-C h y m otr y p si n u n d T h er m ol y si n) b e s s er g e ei g n et w ar, u m m ö gli c h st vi el rI W 
fr ei z u s et ze n. E s z ei gt e si c h, d a s s e s z wi s c h e n d e n b ei d e n M et h o d e n b ei m V er d a u d e s 
g er ei ni gt e n M B P -I W Pr ot ei n s k ei n e n U nt er s c hi e d b e z ü gli c h d er rI W -e nt h alt e n d e n 
Fr a kti o n e n g a b. F all s d a s Pr ot ei n M B P -I W j e d o c h nic ht a u sr ei c h e n d v or g er ei ni gt w ur d e  
( z. B. l e di gli c h ei n e R ei ni g u n g ü b er di e Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e), w ar d er ei n st ufi g e 
E n z y m v er d a u b e s s er, u m r ei n e s rI W z u i s oli er e n. B ei ei n e m z w ei st ufi g e n E n z y m v er d a u u n d 
d er n a c hf ol g e n d e n I s ol ati o n v o n rI W h att e n di e m ei st e n Fr a kti o n e n n ä mli c h ei n e g eri n g er e 
R e i n h eit ( ni c ht g e z ei gt). D er z u s ät zli c h e V er d a u mit d e m E n z y m T h er m ol y si n w ar d e m n a c h 
ü b erfl ü s si g u n d b ei d er H y dr ol y s e w ur d e n a c hf ol g e n d n ur ei n ei n st ufi g er E n z y m v er d a u ( α -
C h y m otr y p si n) mit d e m g er ei ni gt e n M B P -I W d ur c h g ef ü hrt.     
3. 4. 2. 2  I s ol ati o n v o n r I W ü b er G r ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e  
N a c h d er H y dr ol y s e d e s Pr ot ei n s M B P -I W (2. 6. 2. 2 ) m u s st e d a s Di p e pti d rI W v o n d e n 
r e stli c h e n B e st a n dt eil e n i s oli ert w er d e n. Hi erf ür w ur d e ei n e er n e ut e Gr ö ß e n a u s s c hl u s s -
c hr o m at o gr a p hi e  d ur c h g ef ü hrt  (2. 6. 2. 3 ). Z u er st w ur d e n f ü nf St a n d ar d s i n ei n er L ö s u n g a uf 
di e S ä ul e g e g e b e n, u m di e El u ti o n s z eit v o n I W z u d et e kti er e n. B ei d e n St a n d ar d s h a n d elt e 
e s si c h u m Al b u mi n  Fr a kti o n  V  ( 6 6.0 0 0  D a), Br a d y ki ni n ( 1 .0 6 0, 2 2  D a), I W ( 3 1 7, 3 9  D a) , V Y 
( 2 8 0, 3 2 D a)  u n d W ( 2 0 4, 2 3  D a). N a c h et w a 4 5  mi n el ui ert e I W ( vi ert er  P e a k i m 
C hr o m at o gr a m m , A b bil d u n g 3 .1 1 ). 
 
 
E r g e b ni s s e 
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A b bil d u n g 3 .1 1 :  C h r o m at o gr a m m d er  z eitli c h e n D et e k ti o n v o n I W (G r ö ß e n a u s s c hl u s s -
c hr o m at o gr a p hi e ) mit f ü nf St a n d a r d s ; U V -D et e kti o n b ei λ = 2 8 0  n m [ m A U] 
( bl a u e Li ni e) u n d λ = 2 2 0 n m [ m A U] (r ot e Li ni e); Di e br a u n e Li ni e gi bt di e 
L eitf ä hi g k eit i n m S/ c m a n   
0 1 5 3 0 4 5 6 0 7 5
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
C hr o m at o gr a m m: Gr ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e mit 
Hi L o a d 1 6/ 6 0 0 S u p er d e x 2 0 0 p g
 
 A b s or pti o n b ei 2 8 0 n m [ m A U]
 A b s or pti o n b ei 2 2 0 n m [ m A U]
 L eitf ä hi g k eit [ m S/ c m]
Z eit [ mi n]
0
5 0
1 0 0
1 5 0
2 0 0
2 5 0
 
3 0
3 1
3 2
 
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
 
Di e I s ol ati o n v o n rI W w ur d e, wi e u nt er 2. 6. 2. 3  b e s c hri e b e n , d ur c h g ef ü hrt. Al s 
A u s g a n g s m at e ri al di e nt e di e h y dr ol y si ert e Pr o b e. Di e A b bil d u n g 3 .1 2  z ei gt e x e m pl ari s c h  
ei n C hr o m at o gr a m m v o m L a uf d er  I s ol ati o n v o n rI W. Z wi s c h e n 2 0 u n d et w a 4 5  mi n w ar e n  
v er s c hi e d e n e P e a k s v or h a n d e n, w el c h e i n ei n a n d er ü b er g i ng e n . D er  gr ö ßt e  P e a k b ei 4 6 -
5 2  mi n w ur d e z ur R et e nti o n s z eit v o n I W d et e kti ert . Al l e ei n z el n e n El uti o n sfr a kti o n e n 
i n n er h al b di e s e s P e a k s (B er ei c h z wi s c h e n d e n s e n kr e c ht g e stri c h elt e n Li ni e n, 
s e c h s  Fr a kti o n e n à 5 0 0  µl ) w ur d e n n a c hf ol g e n d mit d er R P -H P L C a n al y si ert  (2. 6. 2. 4 ). 
 
I W 
Br a d y ki ni n  
Al b u mi n 
Fr a kti o n V  
V Y  
W  
Er g e b ni s s e  
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A b bil d u n g 3 .1 2 :  E x e m pl ari s c h e s C h r o m at o gr a m m d er I s ol ati o n v o n I W ( G r ö ß e n a u s s c hl u s s -
c hr o m at o gr a p hi e ); U V -D et e kti o n b ei λ = 2 8 0 n m [ m A U] ( bl a u e Li ni e)  u n d λ = 
2 2 0 n m [ m A U] (r ot e Li ni e); Di e br a u n e Li ni e gi bt di e L eitf ä hi g k eit i n m S/ c m a n; 
B er ei c h z wi s c h e n d e n s e n kr e c ht g e stri c h elt e n Li ni e n z ei gt, i n w el c h e m 
Z eit b er ei c h di e El uti o n sfr a kti o n e n g e s a m m elt u n d ei n z el n a n al y si ert w ur d e n  
  
3. 4. 3  A u s b e ut e b er e c h n u n g  
0 2 0 4 0 6 0 8 0
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
C hr o m at o gr a m m: Gr ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e mit 
S u p er d e x P e pti d 1 0/ 3 0 0 G L
 
 A b s or pti o n b ei 2 8 0 n m [ m A U]
 A b s or pti o n b ei 2 2 0 n m [ m A U]
 L eitf ä hi g k eit [ m S/ c m]
Z eit [ mi n]
0
5 0
1 0 0
1 5 0
2 0 0
2 5 0
3 0 0
3 5 0
 
3 1
3 2
3 3
3 4
3 5
3 6
3 7
 
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
D i e A u s b e ut e b er e c h n u n g v o n rI W w ur d e mit d e n Er g e b ni s s e n d ur c h g ef ü hrt, w el c h e u nt er 
o pti mi ert e n B e di n g u n g e n  er h alt e n w ur d e n . Al s Gr u n dl a g e di e nt e di e Pr ot ei n b e sti m m u n g 
d e r v er ei nt e n  u n d k o n z e ntri er te n El uti o n sfr a kti o n e n n a c h d e m z w eit e n R ei ni g u n g s s c hritt, 
w el c h e d a s a uf g er ei ni gt e  M B P -I W e nt hi elt e n  u n d f ür di e H y dr ol y s e  ( ei nst ufi g er 
E n z y m v er d a u)  ei n g e s et zt w ur d e n  ( si e h e 2. 6. 2. 2 ). A n ha n d di e s er K o n z e ntr ati o n k o n nt e  a uf 
Gr u n d d e s M ol e k ul ar g e wi c ht s v o n I W u n d d er A n z a hl a n v or h a n d e n e n I W -Di p e pti d e n  ( 1 6-
m al) i m Pr ot ei n M B P -I W d er t h e or eti s c h m ö gli c h e G e h alt a n rI W b er e c h n et w er d e n, w el c h er 
n a c h d er H y dr ol y s e u n d I s ol at i o n v o n rI W err ei c ht w er d e n k o n nt e. D e r G e h alt a n rI W i n d e n 
ei n z el n e n Fr a kti o n e n n a c h d er I s ol ati o n v o n rI W ü b er di e G r ö ß e n a u s s c hl u s s-
c hr o m at o gr a p hi e  ( si e h e 2. 6. 2. 3 ), w el c h er mit d er R P-H P L C b e sti m mt w ur d e  (2. 6. 2. 4 ), 
w ur d e f ür di e B er ec h n u n g d er  t at s ä c hli c h e n A u s b e ut e a n rI W v er w e n d et .   
Er g e b ni s s e  
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A u s 1  g E.  c oli ( F e u c ht g e wic ht v o m Z el l p ell et) w ur d e n u nt er o pti mi ert e n B e di n g u n g e n i m 
Mitt el 0, 5 2  m g l ö sli c h e s M B P-I W g er ei ni gt. T h e or eti s c h k ö n nt e n  a u s di e s e n 0, 5 2  m g M B P -
I W 5 0, 7 8  µ g rI W i s oli ert  w er d e n. N a c h d er H y dr ol y s e u n d I s ol ati o n w ur d e n i m Mitt el 1 4  µ g 
rI W g e w o n n e n. A uf Gr u n dl a g e d e s  t h e or eti s c h m ö gli c h e n W ert e s v o n 5 0, 7 8  µ g rI W b etr u g 
di e A u s b e ut e  d e m n a c h et w a 2 8  %  (T a b ell e 3 .2 ).  
T a b ell e 3 .2 :  A u s b e ut e a n rI W u nt er o pti mi ert e n B e di n g u n g e n  
P ell et -
g e wi c ht [ g]  
M B P -I W pr o 1 g 
P ell et [ m g]  
t h e or eti s c h er 
A nt eil a n rI W 
pr o 1 g P ell et 
[ µ g] 
A nt eil a n 
rI W pr o 1 g 
P ell et [ µ g]  
A u s b e ut e 
a n rI W pr o 
1 g P ell et 
[ %] 
3, 0 9  0, 4 8   1 1, 8 9   
3, 0 9  0, 4 8   1 3, 6 4   
3, 1 5  0, 5 3   1 4, 7 0   
2, 7 7  0, 6 0   1 4, 4 5   
Mitt el w ert  
3, 0 3  
Mitt el w ert  
0, 5 2  
b er e c h n et  
5 0, 7 8  
Mitt el w ert  
1 4  
b er e c h n et  
2 8  
  
Er g e b ni s s e  
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3. 5  A n al yti k v o n r I W  
Di e Fr a kti o n e n , di e n a c h d er I s ol ati o n ü b er di e Gr ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e  ei n e 
R ei n h eit a n rI W v o n ≥ 9 6  % a uf wi e s e n  (c hr o m at o gr a p hi s c h er mitt elt, si e h e  2. 6. 2. 4 ), w ur d e n 
z u s a m m e n g ef ü hrt , l y o p hili si ert, a n s c hli e ß e n d i n 1 ml d d H 2 O g el ö st u n d mitt el s 
v er s c hi e d e n er T e c h ni k e n a n al y si ert.   
3. 5. 1  R P -H P L C  
Z u er st w ur d e d a s i s oli ert e  rIW  1 0 -f a c h v er d ü n nt u n d ü b er di e R P -H P L C i m V er gl ei c h z u 
2 0  µ M c I W a n al y siert. E s z ei gt e si c h ei n gl ei c h e s  El uti o n s pr ofil v o n b ei d e n I W -Pr o b e n . 
L e di gli c h b ei et w a 8  mi n w ar ei n kl ei n er w eit er er P e a k i m L a uf v o n rI W z u er k e n n e n 
(A b bil d u n g 3 .1 3 ). 
 
 
A b bil d u n g 3 .1 3 :  R P -H P L C -C h r o m at o gr a m m v o n d er 1: 1 0 v er d ü n nt e n rI W -Pr o b e ( bl a u e 
Li ni e)  i m V e r gl ei c h z ur  2 0  µ M c I W-Pr o b e ( r ot e Li ni e) ; U V -D et e kti o n b ei λ = 
2 2 8 n m  [A U]  
 
 
Er g e b ni s s e  
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3. 5. 2  L C -E SI -M S/ M S  
Z u s ät zli c h  w ur d e n o c h ei n e M e s s u n g mit d er  L C -E SI -M S/ M S d er Pr o b e v o n rI W 
d ur c h g ef ü hrt. Di e s p e zifi s c h e m o l ar e M a s s e f ür I W (I W + H+  = 3 1 8, 2 g/ m ol) k o n nt e  d et e kti ert 
w er d e n ( A b bil d u n g 3 .1 4 ).  
 
 
A b bil d u n g 3 .1 4 :  M a s s e n s p e ktr u m v o n rI W mit d e r s p e zifi s c h e n m ol ar e n M a s s e v o n I W (I W  
+ H +  = 3 1 8, 2 g/ m ol ) 
2 4 0 2 6 0 2 8 0 3 0 0 3 2 0 3 4 0 3 6 0 3 8 0
0
5 0 0 0
1 0 0 0 0
1 5 0 0 0
2 0 0 0 0
2 5 0 0 0
I
nt
e
n s
it
ät
M a s s e [ m/ z]
 
  
rI W  
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Di e A b bil d u n g 3 .1 5  z ei gt di e s n o c h m al s n a c h d er Z eit ( El uti o n s z eit mit cI W al s St a n d ar d 
g e pr üft) s o wi e d e n f ür I W t y pi s c h e n u n d ei n zi g arti g e n Tr a n sf er z u 1 8 8, 0  g/ m ol (r ot e Li ni e).  
 
 
A b bil d u n g 3 .1 5 :  E xtr a ct e d I o n C h r o m at o g r a m m  mit d er  s p e zifi s c h e n m ol ar e n M a s s e  v o n  I W 
(I W + H+  = 3 1 8, 2 g/ m ol, s c h w ar z e Li ni e ) u n d d e n f ür I W t y pi s c h e n u n d 
ei n zi g arti g e n  T r a n sf e r z u  1 8 8, 0 g/ m ol (r ot e Li ni e ) 
 
 
1 8 2 0 2 2 2 4
0
2 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
I
nt
e
n
si
t
ät
Z eit [ mi n]
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
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3. 5. 3  I d e ntifi zi e r u n g d er N-t er mi n al e n A mi n o s ä ur e i m Di p e pti d 
Z ur ei n d e uti g e n I d e ntifi zi er u n g, d a s s e s si c h i m rI W b ei d er N -t er min al e n A mi n o s ä ur e u m 
I s ol e u ci n h a n d elt, w ur d e ei n e D eri v ati si er u n g mit D a n s yl c hl ori d, w el c h e s s p e zifi s c h a m N-
T er mi n u s bi n d et, d ur c h g ef ü hrt. A b bil d u n g 3 .1 6  z ei gt  di e d eri v ati si ert e n Pr o d u kt e v o n rI W, 
cI W u n d c DI W. All e dr ei Pr o b e n el ui ert e n z ur s el b e n Z eit  ( et w a b ei 1 3, 5-1 4  mi n ) u n d  di e s  
b e st äti gt s o mit di e I d e ntit ät v o n rI W .  
 
 
A b bil d u n g 3 .1 6 :  R P -H P L C -C h r o m at o gr a m m v o n d e m mit D a n s yl c hl ori d d e ri v ati si e rt e n rI W 
( bl a ue Li ni e ), cI W  ( r ote Li ni e ) u n d c DI W  ( gr ü ne Li ni e ); Fl u o r e s z e n zd et e kti o n 
b ei  λ e x  = 3 7 0 n m, λ e m  = 5 0 6 n m ; Pf eil  m ar ki ert D a n s yl -I W 
 
 
0 2 4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8 2 0
0
5 0 0 0
1 0 0 0 0
1 5 0 0 0
2 0 0 0 0
2 5 0 0 0
3 0 0 0 0
3 5 0 0 0
Fl
u
or
e s
z
e
n z
 [
m
A
U]
 D a n s yl- R P-I W
 D a n s yl- C P-I W
 D a n s yl- C P- D-I W
Z eit [ mi n]
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
 
n s yl -rI W 
n s yl -cI W  
n s yl c DI W  
D a n s yl -I W 
D a n s yl s ä ur e  
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3. 6  Kl o ni er u n g i n K. l a cti s  
3. 6. 1  P C R -A m plifi k ati o n  v o n D N A -Fr a g m e nt e n u n d A ufr ei ni g u n g  
Mit Hilf e d er P C R , u nt er V er w e n d u n g d er Pri m er M A LI W _ p L A C _ X h o _ F u n d 
M A LI W _ p L A C _ E c o _ R , w ur d e ei n n e u e s D N A -Fr a g m e nt h er g e st el lt. Di e s e s e nt h ält di e 
c o di er e n d e S e q u e n z f ür M B P -I W s o wi e w eit er e N u kl ei n s ä ur e n, di e  ei n e S e kr eti o n d e s 
Pr ot ei n s i n d a s M e di u m er m ö gli c ht e n  (2. 8. 1 ). Al s Gr u n dl a g e di e nt e di e D N A d e s Kl o n s 
p M A LI W  K 1 8 a u s d e n Kl o ni er u n g s ar b e it e n mit E.  c oli  (si e h e 2. 4 ). 
Di e g e m e s s e n e n D N A -K o n z e ntr ati o n e n f ür di e P C R -Pr o d u kt e n a c h d er A ufr ei ni g u n g a u s 
d e m A g ar o s e g el l a g e n f ür p M A LI W K 1 8 _ 1 mit 1 3 4, 8 3 n g/ µl u n d f ür p M A LI W K 1 8 _ 2 mit 
1 4 6, 9 3  n g/ µl i n ei n e m ä h nli c h e n K o n z e ntr ati o n s b er ei c h . 
3. 6. 2  V e r d a u v o n Pl a s mi d -D N A s o wi e  P C R -Fr a g m e nt mit R e stri kti o n s -
e n z y m e n u n d A ufr ei ni g u n g  
U m di e n e u g e n eri ert e n P C R -Pr o d u kt e  v o m Kl o n p M A LI W  K 1 8 ( p M A LI W K 1 8 _ 1 u n d 
p M A LI W K 1 8 _ 2; 2. 8. 1 ) i n d e n E x pr e s si o n s v e kt or p K LA C 2 ei n bri n g e n z u k ö n n e n , m u s st e n 
di e P C R -Pr o d u kt e u n d d er V e kt or mit d e n R e stri kti o n s e n z y m e n E c o RI -H F u n d X h oI  v er d a ut 
w er d e n ( 2. 8. 2 ). Di e Pr o d u kt e w urd e n i m A g ar o s e g el a n al y si ert,  di e e nt s pr e c h e n d e n B a n d e n 
a u s g e s c h nitt e n u n d a uf g er ei ni gt. Di e g e m e s s e n e K o n z e ntr ati o n  d er D N A l a g n a c h d er 
A ufr ei ni g u n g z wi s c h e n 3 4, 6 4 -5 2, 5 2  n g/ µl. A n s c hli e ß e n d erf ol gt e di e Li g ati o n u n d 
Tr a n sf or m ati o n d er D N A i n d e n Ü b er g a n g s wirt  E.  c oli .    
3. 6. 3  D et e kti o n p o siti v e r Kl o n e  
Mit  d e n n e u g e n eri ert e n Pl a s mi d e n erf ol gt e ei n e D et e kti o n d er p o siti v e n Kl o n e. N a c h d e m 
K o ntr oll v er d a u u n d K o n z e ntr ati o n s b e sti m m u n g d er D N A v o n d e n  g e pi c kt e n Kl o n e n  n a c h 
d er Tr a n sf or m ati o n  w ur d e n dr ei  Kl o n e s e q u e n zi ert, u m z u pr üf e n , o b d a s I n s ert ri c hti g i n 
d e n E x pr e s si o n s v e kt or p K L A C 2  i nt e gri ert w ur d e.  
B ei d er A u s w e rt u n g d er S e q u e n z d at e n wi e s e n a ll e dr ei  a u s g e w ä hlt e n Kl o n e  di e 
S e q u e n z a b s c h nitt e f ür d a s E n d e d e s f ür M B P c o di er e n d e n m al E -G e n s u n d di e 
R e stri kti o n s s c h nitt st ell e n v o n X m nI  b z w.  E c o RI  mit d er d a z wi s c h e n b efi n dli c h e n r e p etiti v e n  
I W-S e q u e n z  a uf . A u ß er d e m gi n g di e s e S e q u e n z i n n er h al b d er M C S n a htl o s i n d e n V e kt or 
p K L A C 2 ü b er, w o d ur c h di e dr ei Kl o n e al s p o siti v v erifi zi ert w ur d e n  ( ni c ht g e z ei gt). Mit d e m 
Kl o n  p K L A C 2 -M B PI W Kl o n  1 0 , i m W eit er e n al s  p K L A C 2 -M B PI W K 1 0  b e z ei c h n et , w ur de n 
all e w eit er e n E x p eri m e nt e d ur c h g ef ü hrt.  
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3. 6. 4  Li n e a ri si e r u n g u n d I nt e gr ati o n i n K. l a cti s 
U m d e n g e w ü n s c ht e n c o di er e n d e n D N A -A b s c h nitt f ür M B P -I W i n d a s G e n o m v o n K.  l a cti s 
z u i nt e gri er e n , m u s st e d er n e u g e n eri ert e V e kt or mit d e m R e stri kti o n s e n z y m S a cII 
lin e ari si ert w er d e n. Z ur K o ntr oll e w ur d e d er V e kt or p K L A C 1 -m al E , w el c h er M B P e x pri mi ert, 
e b e nf all s li n e ari si ert  (2. 8. 6 ).  
N a c h d er Li n e ari si er u n g w ur d e di e D N A g er ei ni gt u n d ei n e K o n z e ntr ati o n s b e sti m m u n g 
d ur c h g ef ü hrt . A n h a n d d er K o n z e ntr ati o n e n  v o n 2 7, 5 3  n g/ µl ( p K L A C 2 -M B PI W K 1 0) u n d 
2 5, 3 8  n g/ µl ( p K L A C 1 -m al E ) z ei gt e si c h ei n K o n z e ntr ati o n s v erl u st n a c h d er R ei ni g u n g mit 
d er Cl e a n -u p -Pr o c e d ur e . Im V er gl ei c h z u  d e n b ei d er Li n e ari si er u n g ei n g e s et zt e n 2  µ g 
w ar e n n a c h d er R ei ni g u n g d er D N A l e di gli c h n o c h 7 6 1, 4 0 bi s 8 2 5, 9 0  n g v or h a n d e n ( El uti o n 
erf ol gt e mit 3 0  µl ). Ni c ht s d e st otr ot z w ur d e n di e  li n e ari si ert e n Pl a s mi d e f ür di e h o m ol o g e 
R e k o m bi n ati o n i n d a s K.  l a cti s-G e n o m v er w e n d et .  
3. 6. 5  I d e ntifi zi e r u n g d er Kl o n e, d er en E x pr e s si o n s k a s s ett e ri c ht i g i n d a s 
G e n o m v o n K.  l a cti s i nt e gri e rt w ur d e 
Di e li n e ari si ert e n V e kt or e n w ur d e n i n d a s K.  l a cti s-G e n o m i nt e gri ert u n d di e g e w o n n e n e n 
r e s u s p e n di ert e n Z ell e n  a uf Y C B A g ar p l att e n + 5 m M A c et a mi d  z ur S el e kti o n a u s pl atti ert  
(2. 8. 6 ). U m ei n e E nt sc h ei d u n g z u tr eff e n, mit w el c h e m Kl o n w eit er g e ar b eit et w er d e n s ollt e,  
w ur d e n z w ei  v er s c hi e d e n e P C R -A n s ät z e d ur c h g ef ü hrt. Hi er b ei w ur d e g e pr üft, b ei w el c h e n 
Kl o n e n di e E x pr e s si o n s k a s s ett e ( e nt h ält c o di er e n d e s G e n f ür M B P -I W) ei nf a c h o d er 
m e h rf a c h i n d a s H ef e g e n o m i nt e gri ert w ur d e (2. 8. 7 ). 
B ei ei n er ei n m ali g e n I nt e gr ati o n d er E x pr e s si o n s k a s s ett e i n d a s H ef e g e n o m w ur d e b ei d er 
A n al y s e mitt el s A g ar o s e g el v o n d e n P C R -Pr o d u kt e n  mit d e m I nt e gr ati o n Pri m er 1 u n d 2  
ei n e B a n d e b ei et w a 2, 6  k b  er w art et. A b bil d u n g 3 .1 7  z ei gt e x e m pl ari s c h di e P C R -Pr o d u kt e 
d er Kl o n e 1 8 -2 0 d e s A n s at z e s v o n p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 s o wi e di e Kl o n e 4, 5 u n d 1 3 v o m 
p K L A C 1 -m al E  V e kt or n a c h I nt e gr ati o n i n K.  l a cti s. Di e B a n d e b ei 2,6  k b  z ei gt e n d er Kl o n  2 0 
(K 2 0,  Pf eil) s o wi e Kl o n  5 d er K o ntr oll e ( K 5 , Pf eil). D a s gl ei c h e B a n d e n m u st er wi e s e n di e 
Kl o n e  1, 4 -8, 1 0 -1 2 , 1 4 u n d 1 7  v o n p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0  a uf ( ni c ht g e z ei gt), w o mit di e s e 
e b e nf all s di e ei n m ali g e I nt e gr ati o n d er E x pr e s si o n s k a s s et t e h att e n.  
Er g e b ni s s e  
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A b bil d u n g 3 .1 7 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s  1 % A g ar o s e g el z ur P r üf u n g, b ei 
w el c h e n Kl o n e n di e E x pr e s si o n s k a s s ett e ei n m al  i nt e gri ert w ur d e ( A n al y s e 
d er P C R -P r o d u kt e  mit  I nt e gr ati on Pri m er  1 u n d 2, e x e m pl ari s c h);  K 1 8 -2 0:  
p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 Kl o n 1 8 -2 0, M : G e n e R ul er ™  1 k b D N A L a d d er , K 4-5, K 1 3: 
p K L A C 1 -m al E  Kl o n 4 , 5, 1 3 ; Pf eil m ar ki ert d a s P C R -Pr o d u kt f ür ei n e ei n m ali g e 
I nt e gr ati o n d er E x pr e s si o n s k a s s ett e ( mit I nt e gr ati o n Pri m er  1 u n d 2 )  
 
B ei d er A n al y s e, w el c h e Kl o n e di e E x pr e s si o n s k a s s ett e m e hrf a c h i nt e gri ert h att e n , si n d 
e x e m pl ari s c h di e P C R -Pr o d u kt e d er Kl o n e 1 3 -2 0 v o n p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0  s o wi e di e Kl o n e 
4 , 5 u n d 1 3 d e s p K L A C 1 -m al E  V e kt or s n a c h d er I nt e gr ati o n i n s K.  l a cti s-G e n o m d ar g e st ellt 
(A b bil d u n g 3 .1 8 ). P o siti v w ar e n all e Kl o n e, w el c h e n a c h d er P C R  mit d e m I nt e gr ati o n 
Pri m er  2 u n d 3  l e di gli c h ei n e er w art et e  B a n d e b ei et w a 2, 6  k b  z ei gt e n ( z. B. K 1 4 , Pf eil) u n d 
k ei n e w eit er e m ar k a nt e B a n d e b ei et w a 1, 1  k b ( w i e z. B. K 1 5, K 1 6, K 1 8 u n d K 1 9 ). P o siti v 
f ür ei n e m e hrf a c h e I nt e gr ati o n d er E x pr e s si o n s k a s s ett e w ar e n  di e Kl o n e 1, 4 -8, 1 0 -1 2, 1 4, 
1 7 u n d 2 0  d e s li n e ari si ert e n u n d i n K.  l a cti s i nt e gri ert e n p K L A C 2-M B PI W K 1 0 . Für d e n 
li n e ari si ert e n u n d i n K.  l a cti s i nt e gri ert e n p K L A C 1-m al E  V e kt or w ar d er Kl o n  5 p o siti v (K 5 i n 
A b bil d u n g 3 .1 8 ).    
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A b bil d u n g 3 .1 8 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s  1 % A g ar o s e g el z ur P r üf u n g, b ei 
w el c h e n Kl o n e n d i e E x pr e s si o n s k a s s ett e m e h rf a c h i nt e g ri e rt w ur d e 
( A n al y s e d er P C R-P r o d u kt e mit I nt e gr ati on P ri m e r  2 u n d 3 , e x e m pl a ri s c h);  
K 1 3 -2 0:  p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 Kl o n 1 3 -2 0, M : G e n e R ul er ™  1 k b D N A L a d d er , 
K 4 -5, K 1 3: p K L A C 1 -m al E  Kl o n 4 , 5, 1 3 ; Pf eil m ar ki ert d a s P C R -Pr o d u kt f ür ei n e 
m e hrf a c h e I nt e gr ati o n d er E x pr e s si o n s k a s s ett e ( mit I nt e gr ati o n Pri m er  2 u n d 3 ) 
 
Z u s a m m e nf a s s e n d h at di e I nt e gr ati o n d er mit S a cII  li n e ari si ert e n V e kt or e n i n d a s 
H ef e g e n o m f u n kti o ni ert u n d b ei erf ol gr ei c h er I nt e gr ati o n w ur d e di e E x pr e s si o n s k a s s e tt e 
i m m er m e hrf a c h i nt e gri ert. 
3. 6. 6   I s ol ati o n v o n g e n o mi s c h er D N A u n d S e q u e n zi e r u n g  
Z ur Pr üf u n g d er ri c hti g e n I nt e gr ati o n u n d z ur k o m pl ett e n A n al y s e w ur d e d er Kl o n p K L A C 2 -
M B PI W  K 1 0 Kl o n  8  ( m e hrf a c h i nt e gri ert e E x pr e s si o n s k a s s ett e) a u s g e w ä hlt u n d ei n e 
S e q u e n z a n al y s e d ur c h g ef ü hrt. Hi erf ür w ur d e ei n e n e u e K ult ur d e s Kl o n s a n g e s et zt, di e 
g e n o mi s c h e D N A i s oli ert u n d ei n e K o n z e ntr ati o n  v o n 1, 6 4  µ g/ µl b e sti m mt.  
E s w ur d e n vi er v er s c hi e d e n e  P C R -A n s ät z e  d ur c h g ef ü hrt, di e Pr o b e n a uf ei n 1  %i g e s 
A g ar o s e g el a uf g etr a g e n , di e  B a n d e n a n s c hli e ß e n d a u s g e s c h nitt e n u n d g er ei ni g t (2. 8. 8 ). 
Di e K o n z e ntr ati o n e n d er ei n z el n e n P C R -A n s ät z e l a g e n z wi s c h e n 2 2, 1 4  n g/ µl ( P C R  III) u n d 
4 0, 3 8  n g/ µl ( P C R  I).  
Di e A u s w ert u n g d er S e q u e n z d at e n b e st äti gt e , d a s s e s si c h b e im Kl o n  8 u m ei n e n p o siti v e n  
Kl o n h a n d elt e . All e g e w ü n s c ht e n S e q u e n z a b s c h nitt e w ar e n v or h a n d e n u n d w ur d e n i n d er 
ri c hti g e n Ori e nti er u n g i n d a s H ef e g e n o m i nt e gri ert  ( ni c ht g e z ei gt). A u s di e s e m Gr u n d 
w ur d e n all e w eit er e n E x p eri m e nt e mit p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0 Kl o n  8  d ur c h g ef ü hrt.   
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3. 7  K ulti vi er u n g u n d E x pr e s si o n mit  K.  l a cti s  
3. 7. 1  O pti mi e r u n g d er Pr ot ei n e x pr e s si o n  
V or d er Pr ot ei n e x pr e s si o n mit K.  l a cti s s ollt e di e o pti m al e W a c h st u m s z eit mit d er 
gr ö ßt m ö gli c h e n M e n g e a n e x pri mi ert e m  u n d i n s M e di u m a u s g e s c hl e u st e n  M B P -I W 
er mitt elt w er d e n. Hi erf ür w ur d e v o n d e m p o siti v e n Kl o n p K L A C 2 -M B PI W  K 1 0 Kl o n  8 ei n e 
K ult ur a n g e s et zt , n a c h v er s c hi e d e n e n Z eit p u n kt e n  Pr o b e n e nt n o m m e n u n d a n al y si ert. Di e 
A b bil d u n g 3 .1 9  z ei gt di e A n al y s e d er Pr ot ei n e x pr e s si o n d er j e w eili g e n Pr o b e n n a c h  d er 
K o n z e ntri er u n g ( M et h a n ol -C hl or of or m -F äll u n g, si e h e 2. 9. 3 ) z u u nt er s c hi e dli c h e n 
Z eit p u n kt e n d er K ulti vi er u n g  ( 1 6-8 8  h) . I n A b bil d u n g 3 .1 9  w ar  d e utli c h z u er k e n n e n, d a s s 
v o n d e n H ef e z ell e n n a c h 1 6  h ( O D 6 0 0  v o n 3 7 ) l e di gli c h ei n e s e hr g eri n g e Pr ot ei n e x pr e s si o n  
a u s gi n g. Er st n a c h 2 4  h  (O D 6 0 0  v o n 5 3)  w ar  di e Pr ot ei n e x pr e s si o n u n d A u s s c hl e u s u n g v o n 
Pr ot ei n e n i n  d a s  M e di u m z u er k e n n e n . D a s B a n d e n m u st er w ar z wi s c h e n 4 0  h  (O D 6 0 0  v o n 
5 2)  u n d 8 8  h  (O D 6 0 0  v o n 4 3)  ä h nli c h u n d e s w ur d e n g e n er ell  vi el e Pr ot ei n e i n  d a s M e di u m 
a u s g e s c hl e u st . D e m n a c h w ar ei n e O D 6 0 0  v o n ü b er 4 0 n ot w e n di g, d a s s Pr ot ei n e e x pri mi ert 
u n d a u s g e s c hl e u st w ur d e n. E s w ar e n  ei ni g e m ar k a nt e B a n d e n z wi s c h e n 4 3  k D a u n d 
5 5  k D a z u  er k e n n e n , d o c h di e e x a kt e Z u or d n u n g v o n M B P -I W w ar a n H a n d d e s S D S -G el s  
s c h w er z u tr eff e n. D a h er w ar e i n e c hr o m at o gr a p hi s c h e R ei ni g u n g z ur I s oli er u n g v o n M B P-
I W a u s d e m M e di u m a uf Gr u n d d er Vi el z a hl v o n e x pri mi ert e n Pr ot ei n e n n ot w e n di g.  F ür di e 
Pr o d u kti o n  w ur d e ei n e K ulti vi er u n g s z eit v o n 6 4  h g e w ä hlt.   
 
A b bil d u n g 3 .1 9 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s  1 0  % S D S -G el d e r Pr o b e n d er 
Pr ot ei n e x pr e s si o n ( k o n z e nt ri ert e Ü b er st ä n d e ) n a c h u nt er s c hi e dli c h e n 
W a c h st u m s z eit e n ; M: P a g e R ul er ™  Pr e st ai n e d  Pr ot ei n  L a d d er, 
W a c h st u m s z eit e n v o n 1 6  h, 2 4  h, 4 0  h, 4 8  h, 6 4  h, 7 2  h  u n d  8 8  h ; M ar ki er u n g 
z ei gt d e n B er ei c h, i n d e m M B P -I W v er m ut et wir d  
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3. 8  Pr ot ei nr ei ni g u n g  v o n M B P -I W a u s K. l a cti s  
3. 8. 1  R ei ni g u n g ü b er Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e  
D ie  R ei ni g u n g  mit d er Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e ü b er di e 1  ml M B P Tr a p H P S ä ul e w ur d e , 
wi e u nt er 2. 1 0. 1  b e s c hri e b e n , d ur c h g ef ü hrt. Al s A uft r a g di e nt e d er st eril filtri ert e Ü b er st a n d 
v o n d e m k ulti vi ert e n Kl o n p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 Kl o n 8 n a c h 6 4  h W a c h st u m . I n d er 
A b bil d u n g 3 .2 0  u n d A b bil d u n g 3 .2 1  ( Z eit a ufl ö s u n g v er gr ö ß ert) i st e x e m pl ari s c h d a s 
C hr o m at o gr a m m  ei n er R ei ni g u n g d e s Ü b er st a n d s d ar g e st ellt. I n d e n er st e n 1 2 0 mi n  w ur d e 
d ur c h V er u nr ei ni g u n g e n, P uff er b e st a n dt eil e u n d a n d er e Pr ot ei n e  ei n e h o h e A b s or pti o n  
d et e kti ert (A b bil d u n g 3 .2 0 ), w el c h e w ä hr e n d d e s W a s c h s c hritt s wi e d er s a n k .  
 
 
A b bil d u n g 3 .2 0 :  E x e m pl ar i s c h e s C h r o m at o gr a m m v o m R ei ni g u n g s s c hritt  ( Affi nit ät s-
c hr o m at o gr a p hi e) mit v o n  K . l a cti s pr o d u zi e rt e n Pr ot ei n e n ; U V -D et e kti o n b ei 
λ = 2 8 0  n m [ m A U] ( bl a u e Li ni e);  Di e br a u n e Li ni e gi bt di e L eitf ä hi g k eit i n m S/ c m 
a n ; Di e K o n z e ntr ati o n d e s El uti o n s p uff er s i m Gr a di e nt e n mi s c h er [ %] i st d ur c h d i e 
gr ü n e Li ni e g e k e n n z ei c h n et  
0 4 0 8 0 1 2 0 1 6 0
0
5 0 0
1 0 0 0
1 5 0 0
2 0 0 0
2 5 0 0
3 0 0 0
3 5 0 0
4 0 0 0
4 5 0 0
5 0 0 0
C hr o m at o gr a m m: Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e mit 1 ml M B P Tr a p H P
 
 A b s or pti o n b ei 2 8 0 n m [ m A U]
 L eitf ä hi g k eit [ m S/ c m]
 K o n z e ntr ati o n El uti o n s p uff er [ %]
Z eit [ mi n]
4
8
1 2
1 6
2 0
2 4
 
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
 
 
Er g e b ni s s e  
 
9 3  
N a c h Er h ö h u n g d er K o n z e ntr ati o n v o m El uti o n s p uff er el ui ert e d a s g e b u n d e n e Pr ot ei n a b 
et w a 1 4 2  mi n v o n d er S ä ul e ( A b bil d u n g 3 .2 1 ). Di e s er P e a k w ar j e d o c h mit n ur et w a 3 0 m A U 
s e hr  g eri n g. A u s di e s e m Gr u n d w ur d e n d i e El uti o n sf r a kti o n e n i n n er h al b d e s P e a k s  (B er ei c h 
z wi s c h e n d e n s e n kr e c ht g e stri c h elt e n Li ni e n, dr ei  Fr a kti o n e n à 5 0 0 µl ) ei n z el n k o n z e ntri ert 
(2. 9. 3 ), b e vor di e s e el e ktr o p h or eti s c h mitt el s S D S -P A G E  a n al y si ert  w ur d e n . 
 
 
A b bil d u n g 3 .2 1 :  E x e m pl ar i s c h e s C h r o m at o gr a m m v o m R ei ni g u n g s s c hritt  ( Affi nit ät s-
c hr o m at o gr a p hi e) mit v o n  K . l a cti s p r o d u zi ert e n Pr ot ei n e n , z eitli c h e 
A ufl ö s u n g  d er El uti o n v er gr ö ß ert ; U V -D et e kti o n b ei λ = 2 8 0  n m [ m A U] ( bl a u e 
Li ni e);  Di e br a u n e Li ni e gi bt di e L eitf ä hi g k eit i n m S/ c m a n ; Di e K o n z e ntr ati o n d e s 
El uti o n s p uff er s i m Gr a di e nt e n mi s c h er [ %] i st d ur c h d i e gr ü n e Li ni e 
g e k e n n z ei c h n et; B er ei c h z wi s c h e n d e n s e n kr e c ht g e stri c h elt e n Li ni e n z ei gt, i n 
w el c h e m Z eit b er ei c h di e El uti o n sfr a kti o n e n g e s a m m elt u n d ei n z el n a n al y si ert 
w ur d e n    
1 3 0 1 3 5 1 4 0 1 4 5 1 5 0 1 5 5 1 6 0 1 6 5 1 7 0
0
2 0
4 0
6 0
8 0
C hr o m at o gr a m m: Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e mit 1 ml M B P Tr a p H P
 
 A b s or pti o n b ei 2 8 0 n m [ m A U]
 L eitf ä hi g k eit [ m S/ c m]
 K o n z e ntr ati o n El uti o n s p uff er [ %]
Z eit [ mi n]
4
8
1 2
1 6
2 0
2 4
 
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
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Di e A n al y s e d er Fr a kti o n e n  z ei gt e  (A b bil d u n g 3 .2 2 ), d a s s i m Ü b er st a n d d er H ef e k ult ur 
v er s c hi e d e n e Pr ot ei n e  z wi s c h e n 4 3 -5 5  k D a v or h a n d e n w ar e n ( A uftr a g, A), di e a u c h i m 
D ur c hfl u s s ( D ) z u s e h e n w ar e n. A n di e S ä ul e w ur d e d e m n a c h n ur w e ni g Pr ot ei n  g e b u n d e n , 
w a s d a d ur c h b e st äti gt  w ur d e , d a s s i n d e n El uti o n sfr a kti o n e n k ei n erl ei Pr ot ei n e, s el b st n a c h 
d er K o n z e ntri er u n g d er Pr o b e n, d et e kti e rt w er d e n k o n nt e n ( F 1-F 3 ).  
 
A b bil d u n g 3 .2 2 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s  1 0  % S D S -G el d er k o n z e nt ri e rt e n 
Pr o b e n v o m  R ei ni g u n g s s c hrit t (Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e ); M : P a g e R ul er ™ 
Pr e st ai n e d  P r otei n L a d d er , A : A uftr a g, D : D ur c hfl u s s, W : W a s c h s c hritt, F 1 -F 3 : 
Fr a kti o n 1 -3 ; M ar ki er u n g z ei gt  d e n B er ei c h, i n d e m M B P -I W v er m ut et wir d  
 
3. 8. 2  P a r a m et er pr üf u n g  
D a l e di gli c h w e ni g Pr ot ei n e x pri mi ert w ur d e b z w. a u c h di e Bi n d u n g d e s Pr ot ei n s a n di e 
S ä ul e s c hl e c ht w a r, s ollt e n v er s c hi e d e n e P ar a m et er g e pr üft w er d e n ( si e h e 2. 1 0. 2 ), w el c h e 
b ei d er R ei ni g u n g v o n M B P -I W g e n er ell o d er a u c h s p e zi ell b ei d er Pr ot ei n e x pr e s si o n mit 
E.  c oli  a n d er s w ar e n u n d d e m n a c h di e Bi n d e k a p a zit ät a n di e S ä ul e b e g ü n sti g e n k ö n nt e n.  
D er p H d er Pr o b e, i n d e m di e Pr ot ei n e e nt h alt e n w ar e n , s ollt e f ür ei n e e nt s pr e c h e n d e 
Bi n d u n g a n di e M B P Tr a p H P S ä ul e  ü b er 7 li e g e n. D er p H -W ert  d e s M e di u m s Y P G al, 
w el c h e s z ur F er m e nt ati o n v o n K.  l a cti s v er w e n d et w ur d e, w ar 7, 5 8 ( b ei 3 7  ° C ) b z w. 7, 9 2 
( b ei 1 5 ° C). E s k o n nt e d e m n a c h d a v o n a u s g e g a n g e n w er d e n, d a s s d er p H -W ert d e s 
M e di u m s di e Bi n d u n g d e s Pr ot ei n s  a n di e S ä ul e  ni c ht n e g ati v b e ei nfl u s st.  
M ö gli c h er w ei s e w ar e n di e U nt er s c hi e d e  z wi s c h e n d e n b ei d e n v er w e n d et e n S y st e m e n 
K.  l a cti s u n d E.  c oli , b e z ü gli c h d er  Pr ot ei n e x pr e s si o n u n d -rei ni g u n g , f ür di e 
u nt er s c hi e dli c h e Bi n d u n g d e s Pr ot ei n s a n di e S ä ul e v er a nt w ortli c h . S o k ö n nt e n z. B. di e 
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P uff er b e st a n dt eil e b ei d er R ei ni g u n g v o n M B P -I W a u s E.  c oli  erf or d erli c h  f ür di e Bi n d u n g 
a n  di e  S ä ul e  s e i n.  I m Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e -S ä ul e n p uff er  w ar  z. B. 
Et h yl e n di a mi nt etr a e s si g s ä ur e ( E D T A) e nt h alt e n, w a s ei n e l ei c ht e A uff alt u n g d e s Pr ot ei n s 
z ur F ol g e h a b e n k ö n nt e u n d M B P u nt er U m st ä n d e n b e s s er z u g ä n gi g z u m S ä ul e n m at eri al 
w ar. D a h er w ur d e ei n e K ult ur mi t d e m Kl o n p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 Kl o n 8  a n g e s et zt, d er 
Ü b er st a n d l y o p hili si ert u n d i n S ä ul e n p uff er r e s u s p e n di ert. Di e s e Pr o b e w ur d e d a n n a uf di e 
S ä ul e g el a d e n u n d el ui ert ( 2. 1 0. 2 ). I m C hr o m at o gr a m m w ar j e d o c h k ei n P e a k z u er k e n n e n 
u n d a u c h mitt el s S D S -P A G E w ur d e n k ei n e Pr ot ei n e i n d e n El uti o n sfr a kti o n e n n a c h ei n er 
M et h a n ol -C hl or of or m -F äll u n g d et e kti ert ( ni c ht g e z ei gt).  
U m ei n e n s y st e m ati s c h e n F e hl er b ei d er R ei ni g u n g v o n d e n i n s M e di u m a u s g e s c hl e u st e n 
Pr ot ei n e n a u s z u s c hli e ß e n, w ur d e ei n e R ei ni g u n g v o n M B P o h n e  I W-K o n str u kt 
d ur c h g ef ü hrt. D er Kl o n p K L A C 1 -m al E  Kl o n 5  d e s K o ntr oll v e kt or s  (i n K.  l a cti s i nt e gri ert) 
w ur d e k ulti vi ert u n d d er Ü b er st a n d ü b er di e M B P Tr a p H P S ä ul e  g er ei ni gt. Di e a n al y si ert e n 
Pr o b e n d e s L a uf s mitt el s S D S -P A G E si n d  i m A n h a n g d ar g e st ellt (si e h e 8. 2. 2 ). E s z ei gt e 
si c h, d a s s M B P v o n d e n H ef e z ell e n e x pri mi ert u n d a u s g e s c hl e u st w ur d e. D a s i m Ü b er st a n d 
b efi n dli c h e Pr ot ei n M B P k o n nt e a n di e M B P Tr a p H P S ä ul e  g e b u n d e n w er d e n u n d i n d e n 
a n al y si ert e n El uti o n sfr a kti o n e n w ur d e ei n s a u b er e s  Pr ot ei n d et e kti ert (A b bil d u n g 8 .4 ). 
Wi e b er eit s g e z ei gt, w ar e n b ei d er Pr ot ei n e x pr e s si o n i n K.  l a cti s m e hr er e  m ar k a nt e Pr ot ei n e  
z wi s c h e n 4 3 -5 5  k D a i m Ü b er st a n d v or h a n d e n. E s w ur d e n d e s h al b w eit er e K ult ur e n 
a n g e s et zt u n d di e s e  Ü b er st ä n d e mit Hilf e v o n S D S -P A G E u n d W e st er n Bl ot a n al y si ert, u m 
di e Pr ot ei n b a n d e v o n M B P -I W d et e kti er e n z u k ö n n e n ( 2. 1 0. 2 ). Di e A n al y s e di e s er Pr o b e n 
i st i m A n h a n g d ar g e st ellt (A b bil d u n g 8 .5 ). B ei d e n m ar k a nt e n B a n d e n, w el c h e i m S D S -G el 
d et e kti ert w ur d e n, h a n d elt e e s si c h ni c ht u m d a s Pr ot ei n M B P -I W. E s w ur d e z w ar M B P-I W 
pr o d u zi ert, j e d o c h i n ei n er g eri n g e n M e n g e, w a s d er Gr u n d f ür di e s c hl e c ht e A u s b e ut e b ei 
d er Pr ot ei nr ei ni g u n g z u s ei n s c h ei nt ( D et ail s si e h e A n h a n g K a pit el  8. 2. 2 ).   
A b s c hli e ß e n d i st f e st z u st ell e n, d a s s e s tr ot z v er s c hi e d e n er A n s ät z e ni c ht m ö gli c h w ar, 
M B P -I W a u s K.  l a cti s i n a u sr ei c h e n d er M e n g e z u pr o d u zi er e n b z w. a n die S ä ul e z u bi n d e n 
u n d z u r ei ni g e n.  
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3. 9  B e sti m m u n g d e s A C E -h e m m e n d e n P ot e nti al s  v o n rI W  
D a s A C E -h e m m e n d e P ot e nti al v o n rI W w ur d e i n v er s c hi e d e n e n S y st e m e n i n vitr o u n d e x 
vi v o  g et e st et. E s w ur d e hi er b ei d a s l ö sli c h e A C E ( a u s d er K a ni n c h e nl u n g e u n d d e m 
h u m a n e n  Pl a s m a) s o wi e d a s m e m br a n g e b u n d e n e A C E ( H U V E C s) v er w e n d et. I n all e n  
A s s a y s w ur d e d er A C E -h e m m e n d e Eff e kt v o n rI W mit d e n e n v o n cI W  u n d c DI W  v er gli c h e n  
( si e h e K a pit el 2. 1 1 ). 
3. 9. 1  H e m m p ot e nti al a n  A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e  
Di e er mit t elt e n I C5 0 -W ert e  f ür di e H e m m u n g d e s A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n ge l a g e n f ür  
rI W mit 1, 7 2 ± 0, 1 2  µ M u n d f ür cI W  mit 1, 9 1 ± 0, 2 9  µ M i m gl ei c h e n K o n z e ntr ati o n s b er ei c h 
(A b bil d u n g 3 .2 3 ). D a s Di p e pti d c DI W  z ei gt e hi n g e g e n k ei n e n A C E -h e m m e n d e n Eff e kt .   
 
A b bil d u n g 3 .2 3 :  A C E -h e m m e n d e s P ot e nti al  a n  A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e;  D ar st ell u n g 
d er I C 5 0 -W e rt e v o n rI W  u n d cI W ; Mitt el w ert ± S D, n = 3 
 
3. 9. 2  H e m m p ot e nti al a n A C E a u s h u m a n e m  Pl a s m a  
Di e I C 5 0 -W ert e f ür d a s A C E a u s h u m a n e m Pl a s m a w ar e n  3 -4 -m al  h ö h er, al s di e W ert e f ür 
d a s A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e. Di e I C 5 0 -W ert e f ür rI W u n d cI W  w ar e n mit 5, 1 5 ± 0, 2 9  µ M  
u n d 8, 2 1 ± 0, 4 0  µ M e b e nf all s i n ei n e m  ä h nli c h e n K o n z e ntr ati o n s b er ei c h ( A b bil d u n g 3 .2 4 ). 
F ür d a s Di p e pti d c DI W  k o n nt e wi e d er u m k ei n A C E -h e m m e n d er Eff e kt b e sti m mt w er d e n.  
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A b bil d u n g 3 .2 4 :  A C E -h e m m e n d e s P ot e nti al  a n A C E a u s h u m a n e m Pl a s m a;  D a r st ell u n g d e r 
I C5 0 -W ert e v o n  rI W  u n d cI W ; Mitt el w ert ± S D, n = 3 
 
3. 9. 3  H e m m p ot e nti al a n A C E  a u s  H U V E C s  
D er Eff e kt a uf d a s m e m br a n g e b u n d e n e  A C E w ur d e mitt el s H U V E C s u nt er s u c ht. I n di e s e m 
S y st e m w ar e n  di e I C 5 0 -W ert e g e n er ell et w a 2 -3 -m al  h ö h er, al s di e W ert e w el c h e mit 
h u m a n e m  Pl a s m a A C E er mitt elt w ur d e n. D a s P e pti d cI W  h at t e ei n e n I C 5 0 -W ert v o n 2 3 , 3 0 
± 3, 6 8  µ M. F ür d a s rI W w ar  ei n g eri n g er er I C 5 0 -W ert , v er gli c h e n mit d e m v o m cI W,  v o n 
1 1, 0 8 ± 1, 3 2  µ M  b e sti m mt w or d e n. Di e s er U nt er s c hi e d w ar j e d o c h ni c ht si g nifi k a nt  ( P = 
0, 0 6)  (A b bil d u n g 3 .2 5 ). A u c h i n di e s e m A C E -S y st e m w ur d e d a s Di p e pti d c DI W  a n al y si ert. 
Wi e b er eit s f ür di e l ö sli c h e n A C E -S y st e m e b e s c hri e b e n, k o n nt e a u c h hi er k ei n A C E -
h e m m e n d er Eff e kt g e z ei gt w er d e n.  
 
A b bil d u n g 3 .2 5 :  A C E -h e m m e n d e s P ot e nt i al a n A C E a u s H U V E C s;  D ar st ell u n g d er I C 5 0 -
W ert e v o n rI W  u n d cI W ; Mitt el w ert ± S D, n = 3 
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3. 1 0  B e sti m m u n g d e s  A C E -h e m m e n d e n P ot e nti al s d er 
P e pti d mi x e  
Z u s ät zli c h z u d e n g et e st et e n A C E -h e m m e n d e n Eff e kt e n d er v er s c hi e d e n e n I W -Pr o b e n, 
s ollt e n a u c h a n d er e P e pti d e, di e i n L e b e n s mitt el pr ot ei n e n e nt h alt e n si n d , a uf d er e n A C E -
h e m m e n d e s P ot e nti al g et e st et w er d e n. Al s Pr ot ei n q u ell e n di e nt e n M ol k e, S oj a u n d R ei s. 
N a c h d er e n z y m ati s c h e n H y dr ol y s e w ur d e n bi o a kti v e tr y pt o p h a n- u n d t yr o si n h alti g e 
Di p e pti d e d et e kti ert  u n d q u a ntifi zi ert  (i n T a b ell e 2 .1 4  a uf g e li st et). Di e H y dr ol y s at e v o m  S oj a - 
u n d R ei s pr ot ei n e nt hi elt e n mit n e u n v er s c hi e d e n e n  Di p e pti d e n ei n br eit er e s  S p e ktr u m a n 
bi o a kti v e n P e pti d e n i m V er gl ei c h z u m M ol k e n pr ot ei n (l e di gli c h dr ei v er s c hi e d e n e 
Di p e pti d e). D a s H y dr ol y s at v o m S oj a pr ot ei n b e s a ß  mit 4 5 2  µ m ol  Di p e pti d j e g H y dr ol y s at/l 
d e n gr ö ßt e n A nt eil a n bi o a kti v e n P e pti d e n i m V er gl ei c h z u m H y dr ol y s at v o m  M ol k e - u n d 
R ei s pr ot ei n. A b er d a s H y dr ol y s at d e s M ol k e pr ot ei n s  wi e s di e gr ö ßt e K o n z e ntr ati o n a n I W 
a uf ( ü b er 1 0-m al  h ö h er al s b ei d e n a n d er e n b ei d e n Pr ot ei n h y dr ol y s at e n). Di e P e pti d mi x e 
w ur d e n i n d e m M e n g e n v er h ält ni s d er q u a ntifi zi ert e n  tr y pt o p h a n- u n d t yr o si n h alti g e n 
Di p e pti d e h er g e st ellt u n d d er e n A C E -h e m m e n d e s P ot e nti al i n v er s c hi e d e n e n  A C E -
S y st e m e n  g et e st et. A u c h hi er w ur d e n d a s l ö sli c h e  A C E ( a u s d er K a ni n c h e nl u n g e u n d d e m 
h u m a n e n Pl a s m a) u n d d a s  m e m br a n g e b u n d e n e A C E ( H U V E C s  u n d R att e n a ort a) 
b etr a c ht et.      
3. 1 0. 1  H e m m p ot e nti al d er P e pti d mi x e a n  A C E a u s d e r K a ni n c h e nl u n g e  
D er I C 5 0 -W ert v o m P e pti d mi x M ol k e w ar 1 6, 6 0 ± 2, 5 9  m g/l. Di e I C 5 0 -W ert e f ür  di e  
P e pti d mi x e v o n R ei s u n d S oj a w ar e n mit 7 8, 3 0 ± 9, 9 5  m g/l u n d 8 6, 6 3 ± 1 2, 8 7 m g/l i m 
V er gl ei c h z u m M ol k e P e pti d mi x si g nifi k a nt h ö h er ( P  ≤  0, 0 0 1, A b bil d u n g 3 .2 6 ). 
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A b bil d u n g 3 .2 6 :  A C E -h e m m e n d e s P ot e nti al d er P e pti d mi x e a n A C E a u s d er K a ni n c h e n -
l u n g e; D ar st ell u n g d e r I C 5 0 -W ert e d er P e pti d mi x e v o n M ol k e, S oj a u n d R ei s; 
*** P  ≤  0, 0 0 1,  Mitt el w ert  ± S D, n = 3  
 
3. 1 0. 2  H e m m p ot e nti al d er P e pti d mi x e a n A C E  a u s h u m a n e m  Pl a s m a  
G e n er ell w ar e n  di e I C 5 0 -W ert e, w el c h e f ür d a s h u m a n e Pl a s m a A C E b e sti m mt w ur d e n , i m 
V er gl ei c h z u d e n er mitt elt e n  W ert e n f ür d a s A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e d e utli c h h ö h er 
(A b bil d u n g 3 .2 7 ). Di e K o n z e ntr atio n e n, w el c h e n öti g w ar e n , u m d e n gl ei c h e n Eff e kt wi e mit 
d e m A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e z u err ei c h e n, w ar e n  f ür d e n P e pti d mi x S oj a ( 2 1 8, 5 3 ± 
3 0, 0 2  m g/l) u n d d e n P e pti d mi x R ei s ( 2 8 2, 0 4 ± 1 8, 5 1  m g/l) et w a 3 -m al  h ö h er . D o c h 
b e s o n d er s f ür d e n P e pti d mi x M ol k e w ar d er U nt er s c hi e d gr o ß. D er I C 5 0 -W ert w ar  mit 1 1 2, 4 3 
± 7, 3 3  m g/l f a st 7 -m al  h ö h er , al s d er I C 5 0 -W ert f ür A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e . D e n n o c h  
z ei gt e a u c h hi er d er P e pti d mi x v o n M ol k e d a s st är k st e A C E -h e m m e n d e P ot e n ti al. I m 
U nt er s c hi e d z u m  H e m m p ot e nti al a n  A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e z ei gt e si c h i m h u m a n e n 
Pl a s m a A s s a y a u c h ei n si g nifi k a nt er U nt er s c hi e d d e s A C E -h e m m e n d e n Eff e kt s z wi s c h e n 
d e n P e pti d mi x e n v o n S oj a u n d R ei s ( A b bil d u n g 3 .2 7 ).  
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A b bil d u n g 3 .2 7 :  A C E -h e m m e n d e s P ot e nti al d er P e pti d mi x e  a n A C E a u s h u m a n e m Pl a s m a;  
D ar st ell u n g d er I C 5 0 -W ert e d er P e pti d mi x e v o n M ol k e, S oj a u n d R ei s; 
** P  ≤  0, 0 1, *** P  ≤  0, 0 0 1,  Mitt el w ert ± S D, n = 3 -8    
3. 1 0. 3  H e m m p ot e nti al d er P e pti d mi x e a n A C E a u s  H U V E C s  
Di e I C 5 0 -W ert e w el c h e i m A s s a y m it H U V E C s er mitt elt w ur d e n, w ar e n f a st 4-5 -m al g eri n g er, 
al s di e I C 5 0 -W ert e f ür d e n A s s a y mit h u m a n e m  Pl a s m a A C E . D er P e pti d mi x M ol k e z ei gt e 
mit ei n e m I C 5 0 -W ert v o n 2 6, 1 7 ± 3, 6 9  m g/l d a s h ö c h st e A C E -h e m m e n d e P ot e nti al, 
v er gli c h e n mit d e n 2 -3 -f a c h h ö h er e n I C5 0 -W ert e n f ür di e P e pti d mi x e S oj a ( 4 6, 3 1 ± 
5, 3 8  m g/l) u n d R ei s ( 7 6, 5 8 ± 1 1, 1 3  m g/l). A u c h i m A s s a y mit H U V E C s w ar di e A C E -
H e m m u n g mit d e m  S oj a P e pti d mi x si g nifi k a nt b e s s er ( P  ≤  0, 0 0 1), al s  mit d e m R ei s 
P e pti d mi x  (A b bil d u n g 3 .2 8 ). 
 
A b bil d u n g 3 .2 8 :  A C E -h e m m e n d e s P ot e nti al d er P e pti d mi x e a n A C E a u s H U V E C s;  
D ar st ell u n g d er I C 5 0 -W ert e d er P e pti d mi x e v o n M ol k e, S oj a u n d R ei s; ** 
P  ≤  0, 0 1, ***  P  ≤  0, 0 0 1, Mitt el w ert ± S D, n = 3 -7  
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3. 1 0. 4  H e m m p ot e nti al d er P e pti d mi x e a n A C E a u s d e r R att e n a ort a  
D er A s s a y mit d er R att e n a ort a w ur d e v er w e n d et, u m d e n A C E -h e m m e n d e n Eff e kt d er 
v er s c hi e d e n e n P e pti d mi x e a uf ei n k o m pl e x er e s m e m br a n g e b u n d e n e s  A C E -S y st e m 
d ar z u st ell e n. Wi e b er eit s i n d e n a n d er e n A C E -A s s a y s z ei gt e a u c h hi er d er M ol k e P e pti d mi x 
mit ei n e m I C 5 0 -W ert v o n 7 5, 3 7 ± 1 9, 9 1  m g/l d e n st är k s t e n h e m m e n d e n Eff e kt. J e d o c h w ar 
di e s er , v er gli c h e n mit d e m A s s a y i n H U V E C s, d e utli c h s c h w ä c h er . Di e I C5 0 -W ert e d er 
P e pti d mi x e v o n S oj a u n d R ei s w ar e n mit 1 2 8, 6 3 ± 3 2, 4 7  m g/l u n d 1 4 4, 7 7  ± 1 8, 7 7  m g/l 
si g nifi k a nt h ö h er  al s f ür d e n P e pti d mi x M ol k e ( A b bil d u n g 3 .2 9 ).    
 
A b bil d u n g 3 .2 9 :  A C E -h e m m e n d e s P ot e nti a l d e r P e pti d mi x e a n A C E a u s R att e n a ort a;  
D ar st ell u n g d e r I C 5 0 -W ert e d er P e pti d mi x e v o n M ol k e, S oj a u n d R ei s; * 
P  ≤  0, 0 5, ** P  ≤  0, 0 1, Mitt el w ert ± S D, n = 5   
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4  Di s k u s si o n  
4. 1  Pr o d u kti o n v o m r e k o m bi n a nt e n I W 
Bi o a kti v e P e pt i d e bi et e n vi elf älti ge M ö gli c h k eit e n i m Hi n bli c k a uf i hr e V er w e n d u n g al s  
B e st a n dt eil ei n e s  fu n kti o n ell e n L e b e n s mitt el s. E s gi bt v er s c hi e d e n e  M et h o d e n z ur 
G e n eri er u n g v o n bi o a kti v e n P e pti d e n, a b er v or all e m wir d di e e n z y m ati s c h e H y dr ol y s e v o n 
G e s a mt pr ot ei n e n a n g e w a n dt  ( H er n á n d e z-L e d e s m a et al., 2 0 1 1) . W ä hr e n d die s e s 
Pr o z e s s e s e nt st e h e n ei n e Vi el z a hl a n A mi n o s ä ur e n, P e pti d e n u nt er s c hi e dli c h er Gr ö ß e u n d 
r e stli c h es  G e s a mt pr ot ei n. B e s o n d er s ei n e I s ol ati o n v o n kl ei n e n P e pti d e n a u s di e s e r 
Vi el z a hl v o n B e st a n dt eil e n i st s c h wi eri g ( L o s a c c o et al., 2 0 0 7). E s gi bt v er s c hi e d e n e 
T e c h ni k e n, wi e z. B. ei n e M e m br a nfiltr ati o n o d er E xtr a kti o n, u m s o g ar ei n z el n e P e pti d e z u 
i s oli er e n, w a s j e d o c h z eit- u n d k o st e ni nt e n si v i st. Ei n w eit er e s Pr o bl e m d er e n z y m ati s c h e n 
H y dr ol y s e v o n Pr ot ei n e n i st, d a s s di e g e w ü n s c ht e P e pti d s e q u e n z m ei st n ur i n g eri n g er 
A n z a hl  i n d e m A u s g a n g s pr ot ei n v or h a n d e n i st. S o mit w är e di e M e n g e a n  P e pti d b er eit s a uf 
di e s e W ei s e st ar k li miti ert. D a s P e pti d I W z . B. li e gt n ur 1-2 -m al i n d er S e q u e n z d e s b o vi n e n 
α -L a ct al b u mi n  ( Si e n ki e wi c z, 1 9 8 1), W a k a m e ( S at o et al., 2 0 0 2) o d er L a c h s pr ot ei n e n  
( D ar e wi c z et al., 2 0 1 4) v or . A u s di e s e m Gr u n d m ü s st e ei n e gr o ß e M en g e a n 
A u s g a n g s pr ot ei n z ur V erf ü g u n g st e h e n, u m ei n e a u sr ei c h e n d e M e n g e a n I W z u 
pr o d u zi er e n u n d di e s e s i n L e b e n s mitt el n  ei n bri n g e n z u k ö n n e n , w a s all er di n g s wi e d er di e 
K o st e n er h ö ht. W eit er hi n w ur d e f ür ei n e Pr o d u kti o n v o n P e pti d e n b er eit s di e c h e mi s c h e 
S y nt h e s e b e s c hri e b e n, mit d er ei n e Li miti er u n g d ur c h v or g e g e b e n e Pr ot ei n s e q u e n z e n 
hi nf älli g w är e. A uf Gr u n d d er r e c htli c h e n Sit u ati o n i n E ur o p a st ellt di e s e M et h o d e j e d o c h 
k ei n e Alt er n ati v e d ar, d a P e pti d e, w el c h e c h e mi s c h s y nt h eti si ert w or d e n si n d , ni c ht i n 
L e b e n s mitt el n  ei n g e br a c ht w er d e n d ürf e n.  
D a s Zi el di e s er Ar b eit w ar e s , ei n e alt er n ati v e u n d i n n o v ati v e Str at e gi e z ur Pr o d u kti o n v o n 
bi o a kti v e n P e pti d e n z u e nt wi c k el n, b ei d e n e n di e Pr o d u kt e a n s c hli e ß e n d al s f u n kti o n ell e s 
L e b e n s mitt el v er w e n d et w er d e n k ö n n e n.  
Ei n e v er br eit et e u n d r el ati v g ü n sti g e M et h o d e z ur Pr o d u kti o n v o n Pr ot ei n e n mit h o h er 
A u s b e ut e i st di e E x pr e s si o n v o n r e k o m bi n a nt e n  Pr ot ei n e n  d ur c h Mi kr o or g a ni s m e n. D a e s 
b er eit s S u b st a n z e n gi bt, w el c h e g e nt e c h ni s c h h er g e st ellt u n d i n L e b e n s mitt el n e i n g e s et zt 
w er d e n  ( Fl a m m, 1 9 9 1; L a n dr y et al., 2 0 0 3; Ol e m p s k a-B e er et al., 2 0 0 6) , s c h ei nt di e s e s 
V erf a hr e n g e ei g n et  z u s ei n . D e n n o c h i st au c h hi er b ei di e S c h wi eri g k eit , kl ei n e P e pti d e  o d er 
g ar Di p e pti d e  h er z u st ell e n u n d di e s e v o m E x pr e s si o n s s y st e m z u i s oli er e n. All er di n g s 
k o n nt e n v er s c hi e d e n e St u di e n z ei g e n, d a s s A C E -h e m m e n d e P e pti d e mit Hilf e v o n 
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r ek o m bi n a nt e n Pr ot ei n e n h er g e st ellt w er d e n k ö n n e n ( Je o n g et al., 2 0 0 7; Li u et al., 2 0 0 7; 
L o s a c c o et al., 2 0 0 7) . Al s erf ol gr ei c h er wi e s si c h z. B. di e H er st ell u n g ei n e s F u si o n s p r ot ei n s 
mit d e n g e w ü n s c ht e n P e pti d e n u n d d e m  Affi nit ät st a g Gl ut at hi o n -S -Tr a n sf er a s e . Di e s e 
Pr ot ei n e w ur d e n  e x pri mi ert  u n d a n s c hli e ß e n d e n z y m ati s c h h y dr ol y si ert, u m di e A C E -
h e m m e n d e n P e pti d e S L V Y P F P G PI, NI P P L T Q T P V u n d D KI H P F v o m G e s a mt pr ot ei n 
i s oli er e n z u k ö n n e n ( L o s a c c o et al., 2 0 0 7) . Ei n a n d er e s V erf a hr e n z ur Pr o d u kti o n v o n 
kl ei n e n P e pti d e n i st, d a s s di e S e q u e n z d er bi o a kti v e n P e pti d e r e p etiti v ei n g e s et zt wir d 
( J e o n g et al., 2 0 0 7). S o mit wir d ei n gr ö ß er e s u n d st a bil er e s r e k o m bi n a nt e s Pr ot ei n 
e x pri mi ert, b ei d e m di e f ür d a s A C E -h e m m e n d e P e pti d c o di er e n d e S e q u e n z m e hrf a c h i m 
G e n e nt h alt e n i st. D a mit wir d v er hi n d ert, d a s s e s z u ei n e m u n er w ü n s c ht e n A b b a u k o m mt, 
wi e d a s f ür P e pti d e mit g eri n g e m M ol e k ul ar g e wi c ht i m b a kt eri ell e n E x pr e s si o n s s y st e m 
b e s c hri e b e n i st  ( Li u et al., 2 0 0 7). 
I n d er v orli e g e n d e n Ar b eit w ur d e ei n e M et h o d e z ur Pr o d u kti o n d e s A C E -h e m m e n d e n 
Di p e p ti ds I W, b a si er e n d a uf r e k o m bi n a nt er D N A -T e c h n ol o gi e, e nt wi c k elt.  Hi erf ür w ur d e n 
z u n ä c h st  E x p eri m e nt e mit d e m a m h ä ufi g st e n v er w e n d et e n Wirt s or g a ni s m u s E.  c oli  
d ur c h g ef ü hrt. N e b e n d e n vi el e n S y st e m e n, w el c h e f ür ei n e Pr o d u kti o n v o n h et er ol o g e n 
Pr ot ei n e n z u r V erf ü g u n g st e h e n, si n d b e s o n d er s di e s c h n ell e n W a c h st u m s- u n d 
Pr o d u kti o n sr at e n mit pr ei s w ert e n M e di e n, di e g ut c h ar a kt eri si ert e G e n eti k u n d d i e 
V erf ü g b ar k eit ei n er gr o ß e n A u s w a hl v o n Kl o ni er u n g s v e kt or e n u n d m uti ert e n Wirt s st ä m m e n  
v o n E.  c oli  Gr ü n d e d af ür , d a s s di e s er Wirt s or g a ni s m u s s o attr a kti v f ür di e V er w e n d u n g z ur 
r e k o m bi n a nt e n Pr ot ei n e x pr e s si o n i st ( B a n e y x, 1 9 9 9). D ur c h di e b er eit s v or h a n d e n e n 
St u di e n, w el c h e ei n e Pr o d u kti o n v o n P e pti d e n i n Mi kr o or g a ni s m e n z ei gt e n, k o n nt e  b ei d er 
E nt wi c kl u n g d er M et h o d e a uf vi elf älti g e Erf a hr u n g e n z ur ü c k g e griff e n w er d e n . D a e s si c h 
l e di gli c h u m di e Pr o d u kti o n ei n e s Di p e pti ds h a n d elt e u n d di e  Is oli er u n g a u s ei n er Vi el z a h l 
v o n e x pri mi ert e n Pr ot ei n e n d e s  E x pr e s si o n s s y st e m s ni c ht  ei nf a c h i st, w ur d e ei n r e p etiti v e s 
I W-K o n str u kt e nt w orf e n , w el c h e s i n s g e s a mt 1 6-m al I W  e nt hi elt . U m ei n e b e s s er e 
H er st ell u n g d e s K o n str u kt s b er eit s b ei d er s y nt h eti s c h e n D N A -S y nt h e s e g e w ä hrl ei st e n z u 
k ö n n e n, w ur d e n  z wi s c h e n d e n r e p etiti v e n I W -S e q u e n z e n z w ei  u nt er s c hi e dli c h e 
H e pt a p e pti d -S p a c er ei n g e b a ut. S o mit w ar di e D N A -S e q u e n z 2 6 4  b p gr o ß u n d c o di ert e f ür 
e i n et w a 1 0  k D a gr o ß e s Pr ot ei n. G r ö ß er e Pr ot ei n e si n d  m ei st st a bi l er g e g e n ü b er Pr ot e a s e n 
u n d  i m V er gl ei c h z u Di p e pti de n  a u c h ei nf a c h er v o m E x pr e s si o n s s y st e m z u i s oli er e n. 
N a c ht eili g a n ei n er  r e p etiti v e n S e q u e n z i st j e d o c h, d a s s di e s e f ür k ei n n at ürli c h 
v or k o m m e n d e s Pr ot ei n c o di ert. U nt er a n d er e m k ö n n e n s ol c h r e p etiti v e Ele m e nt e di e  
St a bilit ät d e s G e n s i n s ei n e m Wirt s or g a ni s m u s b e ei nfl u s s e n  ( G u st af s s o n et al., 2 0 0 4). 
D ur c h di e s e g e n o mi s c h e I n st a bilit ät si n d U ml a g er u n g e n  z wi s c h e n d e n r e p etiti v e n 
S e q u e n z el e m e nt e n m ö gli c h, w el c h e si c h e nt w e d er i n ei n er D el eti o n o d e r D u pli k ati o n v om  
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g e n eti s c h e n M at eri al ä u ß er n k ö n n e n . Di e s e d ur c h g e n o mi s c h e I n st a bilit ät v er ur s a c ht e n  
N e u or d n u n g e n k ö n n e n s o w o hl Pr o k ar y ot e n  al s a u c h E u k ar y ot e n  b etr eff e n  ( B z y m e k & 
L o v ett, 2 0 0 1) . F ür ei ni g e Mi kr o or g a ni s m e n i st ei n e E x pr e s si o n v o n st ar k r e p etiti v e n 
Pr ot ei n e n  d e s h al b  pr o bl e m ati s c h u n d e s k a n n d a z u f ü hr e n, d a s s d a s Pr ot ei n ni c ht i n 
g e w ü n s c ht er M e n g e o d er i m s c hl e c ht e st e n F all s o g ar ü b er h a u pt  ni c ht e x pri mi ert w er d e n 
k a n n.  I m Hi n bli c k a uf ei n e m ö gli c h st u n k o m pli zi ert e Pr ot ei n e x pr e s si o n , w ur d e z u d e m d ar a uf 
g e a c ht et, d a s s di e g e s a mt e D N A -S e q u e n z n a c h d er e n Pr ot ei n bi o s y nt h e s e k ei n erl ei 
C y st ei n e nt h i elt. C y st ei n i st ei n e s e hr r e a kti o n sfr e u di g e A mi n o s ä ur e u n d bil d et 
Di s ulfi d br ü c k e n bi n d u n g e n a u s  ( R ot h et al., 2 0 1 7). I n E u k ar y ot e n w er d e n di e s e b ei d er 
E x pr e s si o n i m E R g e bil d et. B a kt eri e n hi n g e g e n h a b e n k ei n E R u n d di e Bil d u n g fi n d et i m 
P eri pl a s m a  st att. A u s di e s e m Gr u n d bil d e n r e k o m bi n a nt e Pr ot ei n e , d er e n Tr a n sl ati o n i m 
C yt o s ol d er B a kt eri e n st attfi n d et, k ei n e st a bil e n Di s ulfi d br ü c k e n bi n d u n g e n  a u s  ( Mi s si a k a s 
& R ai n a, 1 9 9 7; F er n a n d e z &  d e L or e n z o, 2 0 0 1) . Di e St a bilit ät d e s Pr ot ei n s wir d d a d ur c h 
v er mi n d ert, w a s z u ei n e m u n g ef alt et e n Pr ot ei n f ü hr e n k a n n  ( Mi s si a k a s & R ai n a, 1 9 9 7) . S o 
k a n n e s b ei d er Ü b er e x pr e s si o n v o n h et er ol o g e n Pr ot ei n e n i m C y t o pl a s m a v o n E.  c oli  z u 
u n g ef alt et e n  o d er f al s c h g ef alt et e n  Pr ot ei n e n  k o m m e n, w el c h e oft m al s i n u nl ö sli c h e n 
Ei n s c hl u s s k ör p er n (I n cl u si o n B o di e s) ei n g e s c hl o s s e n  w er d e n  ( B a n e y x, 1 9 9 9; C arri o & 
Vill a v er d e, 2 0 0 5) . D er A b b a u v o n Pr ot ei n e n  o d er di e Bil d u n g v o n I n cl u si o n B o di e s h at ei n e 
r e d u zi ert e A u s b e ut e d e s g e w ü n s c ht e n Pr ot ei n s z ur F ol g e b z w. di e a n s c hli e ß e n d e 
R ei ni g u n g d er Pr ot ei n e i st mit z u s ät zli c h e n Ar b eit s s c hritt e n v er b u n d e n u n d s o mit 
a uf w e n di g er, w a s z u ei n er K o st e n - u n d Z eiti nt e n si vi er u n g f ü hrt ( Si n g h et al., 2 0 1 5). Ei n e 
Str at e gi e, u m di e L ö sli c h k eit v o n r e k o m bi n a nt e n Pr ot ei n e n z u st ei g er n, i st di e F u si o n mit 
ei n e m g ut l ö sli c h e n F u si o n s p art n er ( H a m m ar str ö m et al., 2 0 0 2). G e ei g n et e F u si o n st a g s 
si n d z. B. T hi or e d o xi n , Gl ut at hi o n -S -Tr a n sf er a s e o d er M B P ( K a p u st & W a u g h, 1 9 9 9; 
H a m m ar str ö m et al., 2 0 0 2) . B e s o n d er s d er F u si o n s p art n er M B P ( 4 2  k D a) s c hi e n 
a u ß er or d e ntli c h wir k s a m z u s ei n, u m di e L ö sli c h k eit v o n v er s c hi e d e n e n Pr ot ei n e n z u 
st ei g er n ( K a p u st & W a u g h, 1 9 9 9; W a u g h, 2 0 1 6) . A u c h hi n si c htli c h d er Pr ot ei nr ei ni g u n g i st 
M B P g ü n sti g, d a e s si c h hi er b ei u m ei n e n Affi nit ät st a g h a n d elt u n d d a s F u si o n s pr ot ei n s o mit 
ü b er ei n e Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e g er ei ni gt w er d e n k a n n. Ei n w eit er er N ut z e n v o n M B P 
i st, d a s s e s b ei di e s e m R ei ni g u n g s v erf a hr e n mit d e m u n gifti g e n Di s a c c h ari d M alt o s e wi e d er 
v o n d er S ä ul e el ui ert w er d e n k a n n. Di e s bi et et ei n e n V ort eil i m  Hi n bli c k a uf di e A n w e n d u n g 
d e s  i m r e k o m bi n a nt e n Pr ot ei n e nt h alt e n d e n I W i n L e b e n s mitt el n.  E s z ei gt e si c h b ei d er 
H er st ell u n g d e s Pr ot ei n s M B P -I W j e d o c h, d a s s l e di gli c h ei n e F u si o n a n M B P ni c ht 
a u sr ei c ht e, u m d a s Zi el pr ot ei n z u ei n e m gr o ß e n A n t eil l ö sli c h z u pr o d u zi er e n. D er Gr o ßt eil 
d e s Pr ot ei n s w ur d e n ä mli c h u nl ö sli c h i n I n cl u si o n B o di e s e x pri mi ert. Ei n L ö s u n g s a n s at z 
hi erf ür i st, d a s s di e T e m p er at ur w ä hr e n d d er K ulti vi er u n g v erri n g ert wir d, u m di e L ö sli c h k eit 
d e s Zi el pr ot ei n s z u er h ö h e n ( B a n e y x, 1 9 9 9). All er di n g s i st di e s e Str at e gi e ni c ht b ei j e d e m 
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Pr ot ei n erf ol g s v er s pr e c h e n d ( H a m m ar str ö m et al., 2 0 0 2). A n ha n d d e s Pr ot ei n s M B P -I W 
z ei gt e si c h a b er, d a s s ei n e V erri n g er u n g d er T e m p er at ur w ä hr e n d d er K ulti vi er u n g v o n 
3 7  ° C a uf 3 0  ° C b er eit s ei n b e s s er e s V er h ält ni s v o n l ö sli c h pr o d u zi ert e m  M B P -I W z u 
u nl ö sli c h pr o d u zi ert e m  M B P -I W z ur F ol g e h att e. B ei ei n er K ulti vi er u n g st e m p er at ur v o n 
2 5  ° C w ar di e s e s V er h ält ni s n o c h m al d e utli c h v er b e s s ert . F ür ei n e m ö gli c h st h o h e 
A u s b e ut e a n l ö sli c h e m  M B P -I W w ä hr e n d d er Pr ot ei n bi os y nt h e s e w ur d e a u s di e s e m Gr u n d , 
n e b e n d er F u si o n mit M B P , ei n e K ulti vi er u n g st e m p er at ur v o n 2 5  ° C g e w ä hlt.  
V o n d e n E.  c oli -Z ell e n w ur d e n a c h d er e n Z ell a uf s c hl u s s d a s l ö sli c h e x pri mi ert e M B P -I W 
c hr o m at o gr a p hi s c h g er ei ni gt. Wi d er E r w art e n er g a b si c h n a c h d er R ei ni g u n g mit d er 
Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e k ei n e a n n e h m b ar e R ei n h eit d e s P r ot ei n s. A u s di e s e m Gr u n d 
w ur d e  ei n e w eit er e R ei ni g u n g s m et h o d e u n d z w ar di e Gr ö ß e n a u s s c hl u s s c hr o m at o gr a p hi e 
a n g e s c hl o s s e n , u m d a s Pr ot ei n i n g e w ü n s c ht er R ei n h eit v orli e g e n z u h a be n. Di e A u s b e ut e 
v o m s o g er ei ni gt e n  Pr ot ei n M B P -I W b etr u g pr o 1  g E.  c oli  F e u c ht m a s s e 0, 5 2  m g b z w. 
1, 6  m g/l. Di e s s c h ei nt ei n e g eri n g e A u s b e ut e z u s ei n, b ei m V er gl ei c h mit a n d er e n St u di e n, 
i n d e n e n M B P-F u si o n s pr ot ei n e mit ei n er A u s b e ut e v o n 3 6 -1 0 0  m g/l e x p ri mi ert w er d e n 
k o n nt e n ( S o n g et al., 2 0 1 1; W al p er et al., 2 0 1 4). Hi er b ei i st j e d o c h z u b e d e n k e n, d a s s e s 
si c h i n di e s e n St u di e n u m n at ürli c h e Pr ot ei n e h a n d elt e, w el c h e e x pri mi ert w ur d e n. Di e 
g eri n g er e A u s b e ut e v o n M B P -I W k ö n n t e a uf di e S e q u e n z d e s r e k o m bi n a nt e n I W -Pr ot ei n s 
z ur ü c k z uf ü hr e n  s ei n , d a d a s e nt w orf e n e  I W-K o n str u kt s e hr r e p etiti v i st u n d f ür k ei n 
n at ürli c h e s Pr ot ei n c o di ert .  
N a c h d er R ei ni g u n g d e s Pr ot ei n s M B P -I W s ollt e d a s Affi nit ät st a g M B P  ü b er di e s p e zifi s c h e 
S c h n itt st ell e z wi s c h e n di e s e m u n d d e m I W-K o n str u kt mit d er Pr ot e a s e F a kt or  X a g etr e n nt 
w er d e n. E s z ei gt e si c h i m R a h m e n di e s er Ar b eit, d a s s tr ot z u nt er s c hi e dli c h er B e di n g u n g e n 
k ei n e A btr e n n u n g err ei c ht w er d e n k o n nt e. Ei n d e n k b ar er Gr u n d d af ür k ö n nt e s ei n, d a s s  
d a s g ef alt et e Pr ot ei n di e Bi n d u n g s st ell e f ür F a kt or  X a st eri s c h b e hi n d ert. D a d a s Pr ot ei n 
j e d o c h n a c h d e n b ei d e n R ei ni g u n g s s c hritt e n i n a u sr ei c h e n d er R ei n h eit v orl a g , w ur d e d a s 
g e s a mt e Pr ot ei n h y dr ol y si ert, o h n e z u v or ei n e Tr e n n u n g v o m M B P d ur c h z uf ü hr e n. Di e s 
g e s c h a h mitt el s α -C h y m otr y p si n ( ei n st ufi g er E n z y m v er d a u), w eil  di e H y dr ol y s e mit ei n e m 
w eit er e n E n z y m ( α -C h y m otr y p si n u n d T h er m ol y si n; z w ei st ufi g er E n z y m v er d a u) k ei n e n 
V ort eil i n d er A u s b e ut e v o n rI W z ei gt e. V o n 0, 5 2  m g M B P -I W, w el c h e s pr o 1 g E.  c oli -Z ell e n  
g er ei ni gt w er d e n k o n nt e, w ur d e n n a c h d er H y dr ol y s e u n d I s ol ati o n 1 4  µ g rI W g e w o n n e n. 
S o mit l a g di e A u s b e ut e f ür rI W b ei 2 8  % , w a s al s B a si s  f ür di e er st e bi ot e c h n ol o gi s c h e 
Pr o d u kti o n v o n rI W mit ei n er h o h e n R ei n h eit v o n ≥  9 6  % p o siti v z u w ert e n i st. U m d i e 
E x pr e s si o n v o n M B P -I W u n d di e A u s b e ut e a n rI W z u er h ö h e n, m ü s st e d a s V erf a hr e n w eit er 
o pti mi ert w er d e n , u m e s i n d u stri ell ei n s et z e n z u k ö n n e n. Hi er w är e n e b e n ei n er Pr üf u n g  
v o n w eit er e n W a c h st u m s b e di n g u n g e n a u c h g e n er ell di e V er ä n d er u n g d er D N A -S e q u e n z 
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m ö gli c h, u m di e E x pr e s si o n z u er h ö h e n. I nt er e s s a nt w är e  v or all e m, wi e si c h ei n e 
v er ä n d ert e G e s a mt pr ot ei nl ä n g e  d e s I W -K o n str u kt s  o d er v er s c hi e d e n e S p a c er 
( u nt er s c hi e dli c h e L ä n g en  o d er P e pti d s e q u e n z e n) z wi s c h e n d e n r e p etiti v e n I W -Di p e pti d e n  
a uf di e E x pr e s s i o n v o n M B P-I W a u s wir k e n. U nt er U m st ä n d e n w är e d a s Pr ot ei n l ei c ht er v o n 
E.  c oli  z u e x pri mi er e n b z w. k ö n nt e d ur c h ei n e  v er ä n d ert e T erti är str u kt ur b e s s er  a n di e 
Affi nit ät s s ä u l e b ei d er R ei ni g u n g bi n d e n. 
Mit Hilf e v o n dr ei u nt er s c hi e dli c h e n V erf a hr e n, i n F or m  v o n R P -H P L C, L C -E SI -M S/ M S u n d 
d er N -t er mi n al e n D eri v ati si er u n g d e s P e pti d s, k o n nt e d a s pr o d u zi ert e Di p e pti d a u c h  
z w eif el sfr ei al s I W  mit ei n er R ei n h eit v o n ≥  9 6  %  i d e ntifi zi ert w er d e n.  
D a s B e s o n d er e a n d er e nt wi c k elt e n M et h o d e z ur H er st ell u n g d e s Di p e pti d s I W mitt el s 
r e k o m bi n a nt er D N A-T e c h n ol o gi e i st, d a s s e s a u c h m ö gli c h w är e , a n d er e A C E -h e m m e n d e 
P e pti d e a uf di e s e W ei s e z u pr o d u zi er e n. Hi erf ür m ü s st e l e di gli c h ei n e A n p a s s u n g d er 
r e p etiti v e n D N A-S e q u e n z v or g e n o m m e n w er d e n u n d di e s e d a n n i n d e n E x pr e s si o n s v e kt or 
kl o ni ert w er d e n.  
N e b e n E.  c oli  w ur d e n o c h ei n w eit er e s S y st e m z ur E x pr e s si o n v o n M B P -I W a n g e w a n dt. 
Hi erf ür w ur d e d er e u k ar y oti s c h e Or g a ni s m u s H ef e u n d i m s p e zi ell e n di e Art K.  l a cti s al s 
Wirt s z ell e v er w e n d et. Mit di e s e m S y st e m k o n nt e n di e m ö gli c h e n N a c ht eil e d e s 
E x pr e s si o n s s y st e m s E.  c oli  ( z. B. di e u n z ur ei c h e n d e A u s bil d u n g v o n p o sttr a n sl ati o n al e n 
M o difi k ati o n e n o d er ei n e k orr e kt e  Pr ot ei nf alt u n g) b ei d er Pr ot ei n e x pr e s si o n u m g a n g e n 
w er d e n (I diri s et al., 2 0 1 0). D a d ur c h s ollt e u nt er  a n d er e m d er Bil d u n g v o n  I n cl u si o n B o di e s 
e nt g e g e n g e wir kt w er d e n u n d g e n er ell g e pr üft w er d e n, o b di e A u s b e ut e a n M B P -I W 
w o m ö gli c h mit di e s e m E x pr e s si o n s s y st e m er h ö ht w er d e n k o n nt e. All g e m ei n si n d di e  
B e s o n d er h eit e n d e s E x pr e s si o n s s y st e m s H ef e, d a s s ei n e k o st e n effi zi e nt e h et er ol o g e 
Pr ot ei n e x pr e s si o n i n h o h er A u s b e ut e m ö gli c h i st. W ä hr e n d d er Pr ot ei n e x pr e s si o n k ö n n e n 
p o sttr a n sl ati o n al e M o difi k ati o n e n v o n h ö h er e n e u k ar y oti s c h e n Z ell e n n a c h e m pf u n d e n 
w er d e n. D a s b e d e ut et, d a s s Pr ot ei n e h er g e st ellt w er d e n, b ei d e n e n z. B. Gl y k o s yli er u n g e n, 
P h o s p h or yli er u n g e n  o d er  et w a  ei n e  k orr e kt e F alt u n g  ( u nt er  a n d er e m 
Di s ulfi d br ü c k e n bi n d u n g e n) e nt s c h ei d e n d si n d ( S p o h n er et al., 2 0 1 6). Im B e s o n d er e n i st 
K . l a cti s ei nf a c h g e n eti s c h z u m a ni p uli er e n, k a n n i m g ü n sti g e n St a n d ar d m e di u m k ulti vi ert 
w er d e n u n d i st a u c h s e hr effi zi e nt b ei d er E x pr e s si o n v o n h et er ol o g e n Pr ot ei n e n  
v er w e n d b ar ( v a n O o y e n et al., 2 0 0 6). D er i m R a h m e n di e s er Ar b eit v er w e n d et e K.  l a cti s-
St a m m G G 7 9 9 z ei c h n et si c h d ur c h ei n e g ut e Pr ot e i n bi o s y nt h e s e mit s e kr et ori s c h e n 
F ä hi g k eit e n d er Pr ot ei n e i n s M e di u m a u s ( v a n O o y e n et al., 2 0 0 6). D ar ü b er hi n a u s b e sit z e n 
v o n K.  l a cti s pr o d u zi ert e E n z y m e v o n d er F D A d e n s o g e n a n nt e n G R A S -St at u s ( G e n er all y 
R e c o g ni z e d A s S af e , all g e m ei n al s si c h er a n er k a n nt ), d er di e U n b e d e n kli c h k eit ei n e s 
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St off e s al s L e b e n s mitt el z u s at z st off k e n n z ei c h n et  ( v a n O o y e n et al., 2 0 0 6; S p o h n er et al., 
2 0 1 6) . D a s w är e v or all e m i m Hi n bli c k a uf d a s pr o d u zi ert e I W f ür di e V er w e n d u n g al s 
f u n kti o n ell e s L e b e n s mitt el ä u ß ert i nt er e s s a nt, d e n n e s gi bt b er eit s Pr ot ei ne, w el c h e mit 
K.  l a cti s pr o d u zi ert w er d e n u n d i n vi el e n L e b e n s mitt el n ei n g e s et zt w er d e n  ( S p o h n er et al., 
2 0 1 6) . B ei d er R ei ni g u n g d e s Pr ot ei n s M B P -I W z ei gt e si c h j e d o c h, d a s s d a s Pr ot ei n s el b st 
n a c h v er s c hi e d e n e n O pti mi er u n g s v er s u c h e n ni c ht i n a u sr ei c h e n d er M e n g e e x pri mi ert u n d 
a n di e Affi nit ät s s ä ul e g e b u n d e n w er d e n k o n nt e. E s s c h ei nt, d a s s di e H ef e z ell e n d a s Pr ot ei n 
M B P -I W ni c ht g ut e x pri mi er e n u n d i n s M e di u m a u s s c hl e u s e n k o n nt e n. A u c h h i er k ö n nt e, 
wi e b er eit s di s k uti ert,  di e r e p etiti v e Pr ot ei n s e q u e n z v o n M B P -I W ei n e e nt s c h ei d e n d e R oll e 
s pi el e n. S o mit w ur d e mit di e s e m S y st e m di e A u s b e ut e d e s Pr ot ei n s ni c ht er h ö ht u n d f ür di e 
w eit er e V er w e n d u n g z ur E x pr e s si o n d e s I W -K o n str u kt s v er w orf e n.   
4. 2  A C E -h e m m e n d er Eff e kt  
4. 2. 1  R e k o m bi n a nt e s I W  
D a s H e m m v er m ö g e n v o m  pr o d u zi ert e n rI W a uf d a s A C E w ur d e i n v er s c hi e d e n e n  
S y st e m e n u nt er s u c ht . U m d a s A C E -h e m m e n d e P ot e nti al v o n rI W u n d cI W mit ei n a n d er 
v er gl ei c h e n z u k ö n n e n, w ur d e di e s e s mit dr ei u nt er s c hi e dli c h e n  A C E -S y st e m e n b e sti m mt. 
Di e V ert eil u n g d er A C E -A kti vit ät b ei m M e n s c h e n i st s e hr k o m pl e x. N e b e n d e m l ö sli c h e n, 
zir k uli er e n d e n Pl a s m a -A C E gi bt e s a u c h m e m br a n g e b u n d e n e s A C E, w a s ei n e h et er o g e n e 
A C E -A kti vit ät i n d e n u nt er s c hi e dli c h e n G e w e b e n b e di n gt ( B a u di n, 2 0 0 2; P a ul et al., 2 0 0 6). 
Wi e b er eit s  i n K apit el 1. 2. 2  b e s c hri e b e n , wir d d e m l o k al e n A C E , i m G e g e n s at z z u m 
s y st e mi s c h e n A C E , i m b e s o n d er e m M a ß e ei n e B et eili g u n g a m v a s k ul ä r e n R e m o d eli n g 
z u g e s pr o c h e n ( P a ul et al., 2 0 0 6; W u et al., 2 0 1 5). U m ei n er Li miti er u n g d ur c h n ur ei n 
v er w e n d et e s  S y st e m e nt g e g e n z u wir k e n, w ur d e n e b e n d e m i n d er Lit er at ur a m h ä ufi g st e n 
g e n ut zt e n A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e a u c h A C E v o n h u m a n er Q u ell e v er w e n d et. D a s 
A C E -h e m m e n d e P ot e nti al w ur d e d e m n a c h z u s ät zli c h mit h u m a n e m  Pl a s m a -A C E (l ö sli c h e s 
A C E) u n d a u c h mit ei n e m m e m br a n g e b u n d e n e m  A C E -S y st e m ( H U V E C) b e sti m mt.  
N e b e n ei n e m V er gl ei c h v o m  rI W u n d cI W s ollt e n o c h ei n e w eit er e I W-F or m mit ei n b e z o g e n 
w er d e n, n ä mli c h  d a s c h e mi s c h pr o d u zi ert e  k o m m er zi ell er w er bli c h e  D -I W (c DI W ). N at ürli c h 
v or k o m m e n d e Pr ot ei n e b e st e h e n i m  All g e m ei n e n a u s A mi n o s ä ur e n d er L -F or m , di e D-
F or m li e gt ni c ht v or . E s i st b e k a n nt, d a s s D- u n d L -A mi n o s ä ur e n u nt er s c hi e dli c h bi ol o g i s c h 
a kti v s ei n k ö n n e n, w a s f ür p h ar m a z e uti s c h e o d er t o xi k ol o gi s c h e  A n w e n d u n g e n  wi c hti g i st  
( D oł o w y & P y k a, 2 0 1 4) . S o z ei gt en  si c h z. B. n a c h  d er  i ntr a c er e br o v e ntri k ul är e n I nj e kti o n 
v o n L - o d er D -C y st ei n u nt er s c hi e dli c h e Eff e kt e b ei n e u g e b o r e n e n K ü k e n mit 
i s ol ati o n si n d u zi ert e m Str e s s. B ei d e A mi n o s ä ur e n z ei gt e n ei n e s e d ati v e Wir k u n g a b er di e 
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I nj e kti o n v o n D-C y st ei n b e wir kt e b ei d e n K ü k e n a u c h ei n a b n or m al e s V er h alt e n u n d k a n n 
d e m n a c h s c h ä dli c h s ei n  ( Y a m a n e et al., 2 0 0 9). W eit er hi n w ur d e b e s c hri e b e n , d a s s P e pti d e 
o d er S u b st a n z e n , di e z u m T eil o d er v oll st ä n di g a u s D -A mi n o s ä ur e n b e st e h e n , st a bil er 
g e g e n ü b er pr ot e ol y ti s c h e n A kti vit ät e n si n d, al s s ol c h e , di e l e di gli c h a u s L -A mi n o s ä ur e n  
b e st e h e n ( v a n R e g e n m ort el & M ull er, 1 9 9 8; T s u m e et al., 2 0 1 4) . St u di e n a u s u n s er e m 
I n stit ut z ei gt e n, d a s s di e L -F or m v o n I W ei n e li miti ert e St a bilit ät i m h u m a n e n Pl a s m a u n d i n 
H U V E C s, a uf gr u n d d e s A b b a u s d ur c h Pr ot e a s e n, a uf w ei st  ( K h e dr et al., 2 0 1 5, 2 0 1 7) . E s 
i st v or st ell b ar, d a s s di e D-F or m st a bil er g e g e n ü b er Pl a s m a -Pr ot e a s e n  i st, s o d a s s hi er 
n e b e n d er L -F or m v o n I W a u c h di e D -F or m ( c DI W) a uf d er e n  A C E -H e m m u n g i n 
u nt er s c hi e dli c h e n S y st e m e n u nt er s u c ht w ur d e . 
D a b ei k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s c DI W b ei k ei n e m d er v er w e n d et e n A C E -S y st e m e ei n e n 
A C E -h e m m e n d e n Eff e kt z ei gt e.  
D i e I C5 0 -W ert e f ür d a s A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e w ar e n mit 1, 7 2 ± 0, 1 2  µ M (rI W) u n d 
1, 9 1 ± 0, 2 9  µ M ( cI W) i m V er gl ei c h z u d e n a n d er e n A C E -Q u ell e n a m g eri n g st e n  (T a b ell e 
4 .1 ). Mit d e m A C E a u s h u m a n e m  Pl a s m a w ur d e n et w a 3 -4 -f a c h h ö h er e I C5 0 -W ert e f ür di e 
b ei d e n I W s b e sti m mt. Di e s e U nt er s c hi e d e i n d e n a b s ol ut e n W ert e n z wi s c h e n d e n b ei d e n 
l ö sli c h e n A C E-S y st e m e n k ö n nt e n  d ur c h d e n h o h e n Pl a s m a pr ot ei n g e h alt er kl ärt w er d e n. 
D a s A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e l a g al s i s oli ert e s E n z y m v or. D o c h i n d er Pl a s m a pr o b e 
k ö n nt e di e gr o ß e M e n g e a n Pr ot ei n e n z u ei n er a u s g e pr ä gt e n Pr ot ei n bi n d u n g d e s Di p e pti d s  
f ü hr e n. W eit er hi n m u s s b e a c ht et w er d e n, d a s s Pl a s m a v er s c hi e d e n e P e pti d a s e n u n d 
Pr ot e a s e n n e b e n d e m A C E b ei n h alt et, w el c h e I W a b b a u e n k ö n nt e n  u n d d a mit d e n A C E -
h e m m e n d e n Eff e kt v erri n g er n w ür d e n . F ür d a s m e m br a n g e b u n d e n e  A C E ( H U V E C s) w ar e n 
n o c h h ö h er e K o n z e ntr ati o n e n a n cI W b z w. rI W n öti g, u m ei n e n gl ei c h e n H e m m eff e kt z u 
e rr ei c h e n. Z w ar w ur d e e b e nf all s h u m a n e s A C E g e h e m mt , d o c h d er U nt er s c hi e d z u m  
Pl a s m a -A C E k ö n nt e a u c h hi er mit  d e r St a bilit ät v o n I W er kl ärt w er d e n, d a di e 
Pr ot e a s e a kti vit ät i n b ei d e n A s s a y s v er m utli c h u nt er s c hi e dli c h i st. Z u s ät zli c h i st d a s A C E i n 
H U V E C s m e m br a n g e b u n d e n u n d li e gt er st d ur c h di e S p alt u n g d er M e m br a n bi n d u n g a n  
d e n E n d ot h el z ell e n i n l ö sli c her F or m v or  ( Co st er o u s s e et al., 1 9 9 7; E yri e s et al., 2 0 0 1) . 
D ur c h di e s e S p alt u n g k ö n nt e si c h di e T erti är str u kt ur d e s A C E ä n d er n, w a s m ö gli c h er w ei s e 
ei n e n U nt er s c hi e d i m h e m m e n d e n P ot e nti al z wi s c h e n A C E g e b u n d e n a n  H U V E C s  u n d 
fr ei e m A C E i m Pl a s m a er kl ärt . I m A s s a y mit A C E a u s H U V E C s w ur d e ei n d e utli c h er 
U nt er s c hi e d z wi s c h e n d e n I C 5 0 -W ert e n v o n rI W ( 1 1, 0 8 ± 1, 3 2  µ M) u n d cI W ( 2 3, 3 0 ± 
3, 6 8  µ M) b e sti m mt  (T a b ell e 4 .1 ), d er j e d o c h ni c ht si g nifi k a nt w ar ( P = 0,0 6). Di e s er 
U nt er s c hi e d i st a kt u ell ni c ht  er kl är b ar, e s k ö n nt e j e d o c h s ei n, d a s s di e R ei n h eit d e s rI W 
(≥  9 6  %) h ö h er i st, al s v o m cI W , w o mit a u c h  ei n e m ö gli c h e W ir k u n g v o n N e b e n pr o d u kt e n 
a u s g e s c hl o s s e n w er d e n  k ö n nt e .   
Di s k u s si o n  
 
1 0 9  
Z u s a m m e nf a s s e n d w ur d e  g e z ei gt, d a s s z wi s c h e n rI W u n d cI W b e z ü gli c h d e s A C E -
h e m m e n d e n P ot e nti al s k ei n e U nt er s c hi e d e v orl a g e n (T a b ell e 4 .1 ) u n d ei n e 
bi ot e c h n ol o gi s c h e Pr o d u kti o n d e s f u n kti o n ell e n I W s r e ali si ert w er d e n k o n nt e.  
T a b ell e 4 .1 :  I C5 0 -W ert e v o n rI W u n d cI W i n d e n v er s c hi e d e n e n A C E -S y st e m e n i m Ü b e r bli c k  
A C E -Q u ell e  
I C5 0 -W ert e [ µ M]  
rI W cI W  
A C E a u s K a ni n c h e nl u n g e  1, 7 2 ± 0, 1 2  1, 9 1 ± 0, 2 9  
A C E a u s h u m a n e m  Pl a s m a  5, 1 5 ± 0, 2 9  8, 2 1 ± 0, 4 0  
A C E a u s  H U V E C s  1 1, 0 8 ± 1, 3 2  2 3 , 3 0 ± 3, 6 8 
  D er I C 5 0 -W ert i st al s Mitt el w ert ± St a n d ar d a b w ei c h u n g a n g e g e b e n, n = 3  
 
4. 2. 2  P e pti d mi x e  
N e b e n  d e m i s oli ert e n Di p e pti d I W, s ollt e n i m R a h m e n di e s er Ar b eit n o c h P e pti d mi s c h u n g e n 
mit a n d er e n P e pti d e n hi n si c htli c h i hr er  A C E -H e m m u n g u nt er s u c ht w er d e n. Z u s ät zli c h z u m 
M ol k e n pr ot ei n, i n d e m α -L a ct al b u mi n u n d s o mit I W e nt h alt e n i st , w ur d e n alt er n ati v a u c h  
z w ei  pfl a n zli c h e Pr ot ei n e ( S oj a - u n d R ei s pr ot ei n)  n a c h d er H y dr ol y s e  a uf i hr A C E -
h e m m e n d e s P ot e nti al g et e st et.  A uf gr u n d v o n L a kt o s ei nt ol er a n z o d er d er st eti g 
z u n e h m e n d e n Z a hl v o n  M e n s c h e n mit ei n e m v e g et ari s c h e n b z w. v e g a n e n  L e b e n s stil  
( L eit z m a n n, 2 0 1 4), di e Ti er - u n d/ o d er Mil c h pr o d u kt e v er m ei d e n, er s c h ei nt e s wi c hti g, 
alt er n ati v e Pr ot ei n q u ell e n wi e e b e n S oj a u n d R ei s  z u b etr a c ht e n.  Oft m al s wir d d a s  
k o m pl ett e H y dr ol y s at f ür A C E -h e m m e n d e St u di e n ei n g e s et zt. U m j e d o c h a u s z u s c hli e ß e n, 
d a s s V er u nr ei ni g u n g e n d er Pr ot ei n e o d er  E n z y m e, w el c h e f ür di e H y dr ol y s e g e n ut zt 
w ur d e n, ei n e n Ei nfl u s s a uf d a s A C E -h e m m e n d e P ot e nti al h a b e n, w ur d e hi er ni c ht d a s 
k o m pl ett e H y dr ol y s at g e n ut zt. Z u d e m w ur d e a u c h d ar a uf v er zi c ht et, di e bi o a kti v e n P e pti d e 
ei n z el n z u t e st e n, u m ei n e e v e nt u ell e K o n k urr e n z d er v er s c hi e d e n e n P e pti d e b ei d er 
Bi n d u n g a n d a s A C E b er ü c k si c hti g e n z u k ö n n e n. A u s di e s e m Gr u n d w ur d e n dr ei  
P e pti d mi x e a uf Gr u n dl a g e d er n a c h d er H y dr ol y s e i d e ntifi zi ert e n  u n d q u a ntifi zi ert e n  
bi o a kti v e n tr y pt o p h a n - u n d t yr o si n h alti g e n Di p e pti d e  h er g e st ellt u n d d i e s e P e pti d mi x e a uf 
i hr A C E-h e m m e n d e s P ot e nti al u nt er s u c ht  ( Mi c h el k e et al., 2 0 1 7). Di e a b s ol ut e M e n g e d er 
i d e ntifi zi ert e n bi o a kti v e n P e pti de w ar  i m S oj a pr ot ei n a m h ö c h st e n. E s i st j e d o c h 
a n z u m er k e n, d a s s g e n er ell d er U nt er s c hi e d z wi s c h e n d e n ei n z el n e n P e pti d mi x e n g eri n g 
w ar u n d di e M e n g e a n bi o a kti v e n P e pti d e n z wi s c h e n 4 1 3 u n d 4 5 2  µ m ol  i n 1 g  H y dr ol y s at/l  
l a g (T a b ell e 4 .2 ). Ei n  e nt s c h ei d e n d er U nt er s c hi e d w ar di e T at s a c h e, d a s s d er P e pti d mi x 
M ol k e e i n e n h o h e n A nt eil a n tr y pt o p h a nh alti g e n Di p e pti d e n, v or all e m a b er ei n e ü b er 1 0 -
f a c h h ö h er e K o n z e ntr ati o n d e s p ot e nt e n A C E -h e m m e n d e n Di p e pti d s I W i m V er gl ei c h z u 
Di s k u s si o n  
 
1 1 0  
d e n P e pti d m i x e n v o n S oj a u n d R ei s  a uf w ei st. D o c h n e b e n I W si n d n o c h a n d er e P e pti d e i n 
d er Lit er at ur b e s c hri e b e n, w el c h e A C E -h e m m e n d wi r k e n u n d a u c h i n d e n Pr ot ei n e n v o n 
S oj a u n d R ei s  n a c h d er H y dr ol y s e e nt h alt e n si n d. D e s s e n u n g e a c ht et  i st f e st z u st ell e n, d a s s 
v o n d e n  e nt h alt e n e n q u a ntifi zi ert e n tr y pt o p h a n - u n d t yr o si n h alti g e n P e pti d e n d a s Di p e pti d  
I W d e n st är k st e n A C E-h e m m e n d e n Eff e kt  z ei gt  (T a b ell e 4 .2 ).  
T a b ell e 4 .2 :  Z u s a m m e n s et z u n g d er bi o a kti v e n t r y pt o p h a n - u n d t yr o si n h alti g e n Di p e pti d e 
d er H y d r ol y s at e v o m M ol k e -, S oj a- u n d R ei s pr ot ei n  s o wi e d er e n A C E -H e m m u n g 
i n vitr o 
Di p e pti d  
µ m ol Di p e pti d i n 1 g H y dr ol y s at/l  
I C5 0  ( µ M)  
M ol k e  S oj a  R ei s  
A W   3 5  3 6  1 0  ( C h e u n g et al., 1 9 8 0) 
E W   1 7  9  2 6, 2  ( K h e dr et al., 2 0 1 5) 
I W 2 5 3  2 4  1 2  0, 7  ( M arti n et al., 2 0 0 8) 
L W   1 5 4  4 1  2 3, 6  ( S at o et al., 2 0 0 2) 
V W   2 0  3 8  1, 6  ( C h e u n g et al., 1 9 8 0) 
W L  4 8  1 3  2 6  1 0  ( M arti n et al., 2 0 0 8) 
W W   1 2  1 4  6 8 ( L u n o w et al., 2 0 1 3) 
I Y  1 1 5  6 1  6, 1  ( S at o et al., 2 0 0 2) 
V Y  1 2 1  6 2  1 7 6  2 2  ( C h e u n g et al., 1 9 8 0) 
P e pti d e g e s a mt  4 2 2  4 5 2  4 1 3   
 
A n al o g z u d e n b er eit s b e s c hri e b e n e n A C E -A s s a y s mit rI W u n d cI W w ur d e a u c h hi er di e 
H e m m u n g d e s A C E s a u s u nt er s c hi e dli c h e n Q u ell e n u nt er s u c ht  (T a b ell e 4 .3 ). B ei d e n 
b ei d e n l ö sli c h e n A C E-Q u ell e n w ar d er I C 5 0 -W ert v o m P e pti d mi x M ol k e et w a 5 -f a c h ( A C E 
a u s K a ni n c h e nl u n g e) b z w. 2 -2, 5 -f a c h ni e dri g er ( A C E a u s h u m a n e m Pl a s m a), i m V er gl ei c h 
z u d e n I C 5 0 -W ert e n f ür di e P e pti d mi x e S oj a u n d R ei s. Mit d e m A C E a u s h u m a n e m Pl a s m a 
w ur d e n z u d e m et w a 2, 5 -7 -f a c h h ö h er e I C5 0 -W ert e, v er gli c h e n mit d e m A C E a u s d er 
K a ni n c h e nl u n g e f ür di e dr ei P e pti d mi x e b e sti m mt. Di e m ö gli c h e n Ur s a c h e n f ür di e 
U nt er s c hi e d e i n d e n a b s ol ut e n W ert e n z wi s c h e n d e n b ei d e n l ö sli c h e n A C E -S y st e m e n 
w ur d e n b er eit s a m B ei s pi el v o n I W di s k uti ert. Ei n e St u di e a u s u n s er e m I n stit ut z ei gt e 
e b e nf all s U nt er s c hi e d e i m A C E -h e m m e n d e n P ot e nti al d er Di p e pti d e I W, E W u n d W L v o n 
h u m a n e m  Pl a s m a A C E, v er gli c h e n mit A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e ( K h e dr et al., 2 0 1 5). 
A u c h d er s y nt h eti s c h e A C E -I n hi bit or C a pt o pril wi e s ei n g eri n g er e s h e m m e n d e s P ot e nti al 
a m h u m a n e n Pl a s m a -A C E  v er gli c h e n mit d e m A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e a uf. I n d er 
gl ei c h e n St u di e w ur d e e b e nf all s  g e z ei gt, d a s s I W a uf gr u n d v o n A b b a u d ur c h Pr ot e a s e n 
l e di gli c h ei n e g eri n g e St a bilit ät i m h u m a n e n Pl a s m a a uf w eist ( K h e dr et al., 2 0 1 5). De n n o c h 
Di s k u s si o n  
 
1 1 1  
i st d er P e pti d m i x d e s M ol k e n pr ot ei n h y dr ol y s ats (h ö c h st e r A nt eil a n I W ) d er j e ni g e mit d e m 
st är k st e n A C E -h e m m e n d e n Eff e kt.   
A b g e s e h e n d a v o n, d a s s di e v er w e n d et e n A C E -S y st e m e  h u m a n e m  u n d ni c ht -h u m a n e m  
Ur s pr u n g s w ar e n , i st ei n w eit er er m ö gli c h er Gr u n d f ür di e unt er s c hi e dli c h e n H e m m eff e kt e 
g e n er ell d er S p e zi e s -s p e zifi s c h e U nt er s c hi e d, w el c h er si c h i n d e n Pr ot ei n s e q u e n z e n d er  
v er w e n d et e n A C E s  ä u ß ert . N a c h d er D at e n b a n k u ni v er s al pr ot ei n r e s o ur c e  ( U ni Pr ot) 
b e sit zt d a s A C E v o m K a ni n c h e n ( P 1 2 8 2 2) n ur ei n e 8 7, 6  %i g e Ü b er ei n sti m m u n g mit d er  
S e q u e n z d er h u m a n e n F or m ( P 1 2 8 2 1). O b w o hl di e U nt er s c hi e d e ni c ht i n d e n a kti v e n 
Z e ntr e n v o m  A C E g ef u n d e n w ur d e n, i st e s d e n n o c h m ö gli c h, d a s s di e s e A b w ei c h u n g e n  z u 
ei n er v er ä n d ert e n T erti är str u kt ur f ü hr e n u n d s o mit di e Bi n d u n g d er A C E -h e m m e n d e n 
P e pti d e b e ei nfl u s s e n k a n n.  
N e b e n d e m l ö sli c h e n A C E w ur d e e b e nf all s d a s A C E -h e m m e n d e P ot e nti al v o n 
m e m br a n g e b u n d e n e m  A C E  a m B ei s pi el  v o n H U V E C s u n d R att e n a ort a b etr a c ht et. A u c h  
hi er w ar d er P e pti d mi x M ol k e w e s e ntli c h eff e kti v er v er gli c h e n mit d e n pfl a n zli c h e n 
P e pti d mi x e n (i n H U V E C s et w a 2 -3 -m al  b e s s er). I nt er e s s a nt er w ei s e w ur d e n i m A s s a y mit 
d e n H U V E C s  mit all e n P e pti d mi x e n g eri n g er e I C 5 0 -W ert e i m V er gl ei c h z u m h u m a n e n 
Pl a s m a -A s s a y b e sti m mt. Ei n Gr u n d f ür di e u nt er s c hi e dli c h e H e m m u n g k ö n nt e di e 
v er m utli c h u nt er s c hi e dli c h e Pr ot e a s e a kti vit ät i n d e n b ei d e n A s s a y s s ei n, w el c h e si c h 
v er s c hi e d e n  st ar k a uf di e St a bilit ät d er ei n z el n e n P e pti d e a u s wir k e n k ö n nt e. All er di n g s  
k ö n nt e  hi er a u c h, i m G e g e n s at z z ur A C E -H e m m u n g mit n ur ei n e m P e pti d, ei n e K o m p etiti o n  
d er ei n z el n e n i n d e n P e pti d mi x e n  e nt h alt e n e n  P e pti d e i m Hi n bli c k a uf ei n e n pr ot e a s e -
b e di n gt e n A b b a u ei n e R oll e f ür di e u nt er s c hi e dli c h e H e m m u n g s pi el e n.   
D a h u m a n e G ef ä ß e f ür di e s e E x p eri m e nt e ni c ht v erf ü g b ar w ar e n, w ur d e al s Alt er n ati v e 
ei n e s k o m pl e x er e n G e w e b e s mit m e m br a n g e b u n d e n er A C E -A kti vit ät di e R att e n a ort a al s 
z u s ät zli c h e s M o d ell s y st e m v er w e n d et. A u c h hi er  z ei gt e d er P e pti d mi x v o n M ol k e d e n 
b e st e n A C E -h e m m e n d e n Eff e kt v er gli c h e n mit d e n a n d er e n P e pti d mi x e n. J e d o c h k o n nt e 
i m V er h ält ni s z u d e m M o d ell d er H U V E C s ei n g eri n g er er A C E-h e m m e n d er Eff e kt g e z ei gt 
w er d e n. Ei n m ö gli c h er Gr u n d hi erf ür k ö n nt e d er b er eit s er w ä h nt e S p e zi e s -s p e zifi s c h e 
U nt er s c hi e d s ei n, w el c h er g e m ä ß d er D at e n b a n k U ni Pr o t v orli e gt. D a s A C E d er R att e 
( P 4 7 8 2 0) z ei gt s o g ar n ur ei n e 8 4, 2 %i g e Ü b er ei n sti m m u n g mit d e m  h u m a n e n A C E  
( D at e n b a n k U ni Pr ot). A u ß er d e m k ö n nt e a u c h di e g e w e b s s p e zifi s c h e A kti vit ät d er 
P e pti d a s e n u n d Pr ot e a s e n h ö h er s ei n u n d s o mit di e V erf ü g b ar k eit d er Di p e pti d e li miti er e n.  
B ei all e n v er w e n d et e n A s s a y s z ei gt e d er P e pti d mi x M ol k e i m V er gl ei c h z u d e n P e pti d mi x e n 
S oj a u n d R ei s d e n st är k st e n A C E -h e m m e n d e n Eff e kt ( T a b ell e 4 .3  u n d T a b ell e 4 .4 ). A uf  
Gr u n d d er Er g e b ni s s e d e s A C E -h e m m e n d e n P ot e nti al s d er v er s c hi e d e n e n P e pti d mi x e 
Di s k u s si o n  
 
1 1 2  
s c h ei nt d a s Di p e pti d I W h a u pt v er a nt w ortli c h f ür d er e n A C E -H e m m u n g z u s ei n . Di e s 
u nt er str ei c ht n o c h m al s di e Eff e kti vit ät v o n I W . A u s di e s e m Gr u n d si n d di e Pr o d u kti o n s o wi e 
d er Ei n s at z  v o n I W  in f u n kti o n ell e n L e b e n s mitt el n v o n b e s o n d er e m I nt er e s s e, u m di e 
E nt st e h u n g v o n Bl ut h o c h dr u c k z u v er z ö g er n o d er g ar z u v er hi n d er n.  
 
T a b ell e 4 .3 :  I C5 0 -W ert e d e r P e pti d mi x e v o n M ol k e, S oj a u n d R ei s i n d e n v er s c hi e d e n e n A C E -
S y st e m e n i m Ü b er bli c k  
D er I C 5 0 -W ert i st al s Mitt el w ert ± St a n d ar d a b w ei c h u n g a n g e g e b e n , n = 3 -8  
 
T a b ell e 4 .4 :  Si g nifi k a n z e n d e r P e pti d mi x e v o n M ol k e,  S oj a u n d R ei s u nt er ei n a n d er i n d e n 
v er s c hi e d e n e n A C E -S y st e m e n i m Ü b er bli c k  
* P ≤ 0, 0 5; ** P ≤ 0, 0 1; *** P ≤ 0, 0 0 1  
  
A C E -Q u ell e  
I C5 0 -W ert e [ m g/l]  
M ol k e  S oj a  R ei s  
A C E a u s K a ni n c h e nl u n g e  1 6, 6 0 ± 2, 5 9  8 6, 6 3 ± 1 2, 8 7  7 8, 3 0 ± 9, 9 5  
A C E a u s h u m a n e m Pl a s m a  1 1 2, 4 3 ± 7, 3 3  2 1 8, 5 3 ± 3 0, 0 2  2 8 2, 0 4 ± 1 8, 5 1  
A C E a u s  H U V E C s  2 6, 1 7 ± 3, 6 9  4 6, 3 1 ± 5, 3 8  7 6, 5 8 ± 1 1, 1 3  
A C E a u s R att e n a ort a  7 5, 3 7 ± 1 9, 9 1  1 2 8, 6 3 ± 3 2, 4 7  1 4 4, 7 7 ± 1 8, 7 7  
A C E -Q u ell e  M ol k e  v s. S oj a  M ol k e v s. R ei s  S oj a v s. R ei s  
A C E a u s K a ni n c h e nl u n g e  *** *** - 
A C E a u s h u m a n e m Pl a s m a  *** *** ** 
A C E a u s  H U V E C s  ** *** *** 
A C E a u s R att e n a ort a  *  ** - 
Z u s a m m e nf a s s u n g  
 
1 1 3  
5  Z u s a m m e nf a s s u n g  
H er z -Kr ei sl a uf -Er kr a n k u n g e n si n d n a c h wi e v or di e h ä ufi g st e T o d e s ur s a c h e. V or all e m 
Bl ut h o c h dr u c k i st i n di e s e m Z u s a m m e n h a n g ei n wi c hti g er Ri si k of a kt or f ür di e E nt st e h u n g 
v o n k or o n ar e n  H er z er kr a n k u n g e n, M y o k ar di nf ar kt e n, H er zi n s uffi zi e n z u n d S c hl a g a nf all . 
Z ur B e h a n dl u n g d er H y p ert o ni e w er d e n u nt er s c hi e dli c h e P h ar m a k a ei n g e s et zt, 
h a u pt s ä c hli c h S u b st a n z e n, di e d a s R e ni n -A n gi ot e n si n -Al d o st er o n -S y st e m ( R A A S) 
h e m m e n. D a z u g e h ör e n s y nt h eti s c h e I n hi bit or e n d e s a n gi ot e n si n -c o n v erti n g e n z y m e  
( A C E). F ür pr ä v e nti v e Z w e c k e k ö n n e n di e s e A C E -I n hi bit or e n a uf Gr u n d m e hr er er 
N e b e n wir k u n g e n ni c ht ei n g e s et zt w er d e n. I nt er e s s a nt f ür ei n e pr ä v e nti v e A n w e n d u n g si n d 
n at ürli c h e A C E -h e m m e n d e P e pti d e, w el c h e i n d er S e q u e n z u nt e r s c hi e dli c h er 
L e b e n s mitt el pr ot ei n e v orli e g e n u n d d ur c h e n z y m ati s c h e H y dr ol y s e fr ei g e s et zt w er d e n. Ei n 
b e s o n d er s p ot e nt er A C E -H e m m er i st d a s Di p e pti d I s ol e u ci n -Tr y pt o p h a n (I W) u n d d a mit ei n 
i nt er e s s a nt er K a n di d at f ür d e n Ei n s at z i n ei n e m f u n kti o n ell e n L e b e ns mitt el. U m di e s j e d o c h 
r e ali si er e n z u k ö n n e n, m u s s I W i n ei n er a u sr ei c h e n d e n M e n g e pr o d u zi ert w er d e n. D ur c h 
di e e n z y m ati s c h e H y dr ol y s e i st di e s a kt u ell ni c ht m ö gli c h, d a di e P e pti d s e q u e n z I W s e hr 
s elt e n i n Pr ot ei n e n v or h a n d e n i st.  
A u s di e s e m Gr u n d w ar e s Zi el d er v orli e g e n d e n Ar b eit ei n e i n n o v ati v e bi ot e c h n ol o gi s c h e 
M et h o d e z u et a bli er e n, u m d a s A C E -h e m m e n d e Di p e pti d I W i n h ö h er e n M e n g e n u n d v or 
all e m l e b e n s mitt el k o nf or m z u pr o d u zi er e n.  
Di e Pr o d u kti o n d e s A C E -h e m m e n d e n P e pti d s w ur d e bi ot e c h n ol o gi s c h mitt e l s 
r e k o m bi n a nt er D N A-T e c h n ol o gi e r e ali si ert. Hi erf ür w ur d e ei n e r e p etiti v e I W -S e q u e n z 
e nt w orf e n ( 2 6 4  b p), w el c h e f ür ei n 1 0  k D a gr o ß e s Pr ot ei n c o di ert e. Di e s e s I W -K o n str u kt 
e nt hi elt i n d er S e q u e n z 1 6 -m al I W . Mit Hilf e v o n E s c h eri c hi a c oli  (E.  c oli ) w ur d e ei n 5 2 k D a 
gr o ß e s F u si o n s pr ot ei n ü b er e x pri mi ert. Al s F u si o n st a g di e nt e d a s M alt o s e Bi n di n g Pr ot ei n  
( M B P). Di e s e s r e k o m bi n a nt e F u si o n s pr ot ei n ( M B P-I W) l a g n a c h ei n er K o m bi n ati o n v o n 
z w ei v er s c hi e d e n e n c hr o m at o gr a p hi s c h e n V erf a hr e n g er ei ni gt v or. Mit di e s er M et h o d e w ar 
e s m ö gli c h, 0, 5 2  m g l ö sli c h e s M B P -I W pr o 1 g E.  c oli  F e u c ht m a s s e z u pr o d u zi er e n.  
M B P -I W w ur d e e n z y m ati s c h mit d e m E n z y m α-C h y m otr y p si n h y dr oli si ert u n d d a s Di p e pti d 
I W a n s c hli e ß e n d c hr o m at o gr a p hi s c h i s oli ert. N a c h d er H y dr ol y s e u n d I s ol ati o n l a g d i e 
A u s b e ut e d e s r e k o m bi n a nt pr o d u zi ert e n I W  (rI W) mit ei n er R ei n h eit v o n ≥  9 6  %  b ei 1 4  µ g . 
S o mit k o n nt e n 2 8  % d e s m ö gli c h e n A nt eil s a n rI W v o m s a u b er e n M B P -I W g e w o n n e n 
w er d e n.  
Di e I d e ntifi k ati o n v o n I W erf ol gt e mit dr ei u nt er s c hi e dli c h e n M et h o d e n, d er r e v er s e d p h a s e-
hi g h p erf or m a n c e li q ui d c hr o m at o gr a p h y -U V -D et e kti o n , d er  li q ui d c hr o m at o gr a p h y-
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el e ctr o s pr a y i o ni s ati o n -t a n d e m m a s s s p e ctr o m etr y u n d d ur c h ei n e N -t er mi n al e 
D eri v ati si er u n g d e s P e pti d s. Mit di e s e n M et h o d e n w ur d e b e st äti gt, d a s s e s si c h b ei d e m 
pr o d u zi ert e n P e pti d u m I W h a n d elt e.  
D a s rI W w ur d e i m V er gl ei c h z u m c h e mi s c h pr o d u zi ert e n  k o m m er zi ell er w er bli c h e n  L -I W 
( cI W) u n d c h e mi s c h pr o d u zi ert en  k o m m er zi ell er w er bli c h e n D -I W ( c DI W) a uf s ei n A C E -
h e m m e n d e s P ot e nti al g et e st et. U m d er k o m pl e x e n u n d h et er o g e n e n V ert eil u n g d er A C E -
A kti vit ät i m m e n s c hli c h e n Or g a ni s m u s g er e c ht z u w er d e n, w ur d e d a s A C E -h e m m e n d e 
P ot e nti al d er Di p e pti d e a n v er s c hi e d e n e n A C E -Q u ell e n u nt er s u c ht. N e b e n d e m ni c ht -
h u m a n e n A C E -S y st e m ( A C E a u s d er K a ni n c h e nl u n g e) w ur d e a u c h h u m a n e s l ö sli c h e s A C E 
( a u s h u m a n e m Pl a s m a) s o wi e h u m a n e s m e m br a n g e b u n d e n e s A C E ( a u s H u m a n u m bili c al 
v ei n e n d ot h eli al c ell s , H U V E C s) v er w e n d et. B ei all e n g et e st et e n A C E-S y st e m e n z ei gt e si c h 
k ei n A C E -h e m m e n d e s P ot e nti al d ur c h c DI W. B ei m V er gl ei c h v o n rI W mit cI W i n B e z u g a uf 
d er e n A C E -h e m m e n d e s P ot e nti al w ur d e n I C 5 0 -W ert e v o n 1, 7 2 ± 0, 1 2 bi s 2 3, 3 0 ± 3, 6 8  µ M , 
a b h ä n gi g v o m g et e st et e n A C E -S y st e m, b e sti m mt. F ür all e v er w e n d et e n A C E -Q u ell e n 
k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s b ei d e u nt er s c hi e dli c h pr o d u zi ert e n Di p e pti d e gl ei c h eff e kti v 
w ar e n.  
Ei n w eit er e s Zi el d er Ar b eit b e st a n d d ari n n e b e n ei n e m P e pti d mi x a u s M ol k e n pr o t ei n mit 
h o h e m A nt eil a n I W, n o c h z w ei w eit er e P e pti d mi x e pfl a n zli c h e n Pr ot ei n ur s pr u n g s 
hi n si c htli c h d e s A C E -h e m m e n d e n P ot e nti al s z u u nt er s u c h e n.  
A uf Gr u n dl a g e d er i d e ntifi zi ert e n tr y pt o p h a n - u n d t yr o si n h alti g e n Di p e pti d e i n d e n 
H y dr ol y s at e n d e s M ol k e n -, S oj a - u n d R ei s pr ot ei n s  w ur d e n dr ei P e pti d mi x e h er g e st ellt. 
A u c h hi er w ur d e wi e d er di e Wir k u n g a uf m e hr er e A C E -Q u ell e n er mitt elt. N e b e n d e n o b e n 
g e n a n nt e n, w ur d e hi er z u s ät zli c h d er Ei nfl u s s a uf m e m br a n g e b u n d e n e s A C E d er 
R att e n a ort a u nt er s u c ht. I n all e n g et e st et e n A C E -S y st e m e n z ei gt e d er P e pti d mi x M ol k e ei n 
si g nifi k a nt h ö h er e s A C E -h e m m e n d e s P ot e nti al al s di e P e pti d mi x e v o n S oj a u n d R ei s. D er 
P e pti d mi x S oj a w ar v o n d e n g et e st et e n h y dr oli si ert e n Pfl a n z e n pr ot ei n e n d er p ot e nt e st e 
A C E -I n hi bit or. Di e I C5 0 -W ert e d e r P e pti d mi x e l a g e n, j e n a c h g et e st et e m A C E-S y st e m, 
z wi s c h e n 1 6, 6 0 ± 2, 5 9 u n d 2 8 2, 0 4 ± 1 8, 5 1  m g/l. D er st ar k e A C E -h e m m e n d e Eff e kt v o m 
P e pti d mi x M ol k e w ur d e mit d er h o h e n K o n z e ntr ati o n a n I W a s s o zii ert ( bi s z u 1 0 -f a c h h ö h er 
v er gli c h e n mit d e n a n d er e n b ei d e n P e pti d mi x e n). Di e s l e gt n a h e, d a s s d a s Di p e pti d I W 
h a u pt v er a nt w ortli c h f ür d a s A C E -h e m m e n d e P ot e nti al i n d e n g et e st et e n P e pti d mi x e n i st, 
w a s n o c h m al s d a s gr o ß e P ot e nti al d e s Di p e pti d s v er d e utli c ht.  
I m R a h m e n di e s er Ar b eit k o n nt e g e z ei gt w er d e n, d a s s I W a u s M ol k e n pr ot ei n i m V er gl ei c h 
mit d e n bi o a kti v e n P e pti d q u ell e n d er Pr ot ei n e a u s S oj a u n d R ei s, di e st är k st e A C E -
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H e m m u n g a uf w ei st. D e s W eit er e n i st e s er st m al s g el u n g e n, d a s A C E -h e m m e n d e Di p e pti d 
I W i n h o h er R ei n h eit bi ot e c h n ol o gi s c h mit Hilf e v o n r e k o m bi n a nte n Pr ot ei n e n h er z u st ell e n.  
U m d e n Ei n s at z al s f u n kti o n ell e s L e b e n s mitt el r e ali si er e n z u k ö n n e n, m ü s st e i m W eit er e n 
di e bi ot e c h n ol o gi s c h e H er st ell u n g v o n I W o pti mi ert w er d e n, u m ei n e h ö h er e A u s b e ut e z u 
g e n eri er e n. N a c h di e s er O pti mi er u n g k ö n nt e i n ei n e m S c al e -u p V erf a hr e n s o vi el a n I W 
g e w o n n e n w er d e n, d a s s e s i n d u stri ell ei n s et z b ar w är e. Di e A C E -h e m m e n d e Wir k u n g d e s 
bi ot e c h n ol o gi s c h h er g e st ellt e n I W s w ur d e i n di e s er Ar b eit b e st äti gt, s o d a s s e s i n ei n e m 
i n n o v ati v e n f u n kti o n ell e n L e b e n s mitt el f ür di e t ä gli c he Er n ä hr u n g ei n g e s et zt w er d e n 
k ö n nt e. P er s p e kti vi s c h er öff n et si c h d a mit di e M ö gli c h k eit I W pr ä v e nti v z u n ut z e n, u m di e 
E nt wi c kl u n g v o n Bl ut h o c h dr u c k u n d d er e n F ol g e s c h ä di g u n g e n z u v er z ö g er n o d er z u 
mi ni mi er e n.  
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6  S u m m ar y  
C ar di o v a s c ul ar di s e a s e s ar e still t h e l e a di n g c a u s e of d e at h.  E s p e ci all y  h y p ert e n si o n i s a n 
i m p ort a nt ri s k f a ct or f or t h e d e v el o p m e nt of c or o n ar y h e art di s e a s e, m y o c ar di al i nf ar cti o n, 
h e art f ail ur e a n d str o k e. T o tr e at h y p ert e n si o n diff er e nt dr u g s ar e cli ni c all y u s e d. T hi s ar e 
m ai nl y s u b st a n c e s, w hi c h i n hi bit t h e r e ni n -a n gi ot e n si n -al d o st er o n e -s y st e m ( R A A S), s u c h 
a s  s y nt h eti c i n hi bit or s of a n gi ot e n si n -c o n v erti n g e n z y m e ( A C E).  H o w e v er t h e s e A C E -
i n hi bit or s c a n n ot b e u s e d f or pr e v e nti v e p ur p o s e s b e c a u s e of s e v er al si d e eff e ct s. T h er ef or e 
n at ur al  A C E -i n hi bit or y p e pti d e s, w hi c h ar e m o stl y e n cr y pt e d i n f o o d pr ot ei n s a n d r el e a s e d 
b y e n z y m ati c h y dr ol y si s, ar e of m ai n i nt er e st f or pr e v e nti v e a p pli c ati o n s. T h e di p e pti d e 
i s ol e u ci n e-tr y pt o p h a n (I W) i s a p ot e nt A C E -i n hi bit or a n d t h u s a n i nt er e sti n g i n gr e die nt i n 
f u n cti o n al f o o d s. H o w e v er, t o r e ali z e t hi s, I W m u st b e pr o d u c e d i n s uffi ci e nt a m o u nt s. T hi s 
i s n ot p o s si bl e wit h t h e c urr e nt e n z y m ati c h y dr ol y si s, b e c a u s e t h e p e pti d e s e q u e n c e of I W 
i s v er y r ar el y pr e s e nt i n pr ot ei n s. 
F or t h at r e a s o n, t h e ai m of t h e  pr e s e nt t h e si s w a s t o e st a bli s h a n i n n o v ati v e bi ot e c h n ol o gi c al 
m et h o d t o pr o d u c e t h e A C E -i n hi bit or y di p e pti d e I W i n a n e nl ar g e d a m o u nt a n d e s p e ci all y 
c o n si d eri n g t h e f o o d -s af e t y. 
T h e pr o d u cti o n of t h e A C E -i n hi bit or y p e pti d e w a s r e ali z e d bi ot e c h n ol o gi c all y vi a 
r e c o m bi n a nt D N A t e c h n ol o g y. F or t hi s, a r e p etiti v e I W -s e q u e n c e (2 6 4  b p) w a s d e si g n e d, 
w hi c h e n c o d e d a 1 0  k D a pr ot ei n. I n t hi s I W -c o n str u ct I W w a s s e q u e n c e d 1 6 ti m e s. U si n g 
E s c h eri c hi a c oli  (E.  c oli ) a f u si o n pr ot ei n wit h a si z e of 5 2 k D a w a s o v er e x pr e s s e d. T h e 
m alt o s e bi n di n g pr ot ei n ( M B P) s er v e d a s f u si o n t a g. T hi s r e c o m bi n a nt f u si o n pr ot ei n ( M B P -
I W) w a s p urifi e d b y a c o m bi n ati o n of t w o diff er e nt c hr o m at o gr a p hi c m et h o d s. It h a s b e c o m e 
p o s si bl e t o pr o d u c e 0. 5 2  m g of s ol u bl e M B P -I W p er 1 g w et w ei g ht of  E.  c oli . 
M B P -I W w a s e n z y m ati c all y h y dr ol ys e d wit h t h e e n z y m e α -c h y m otr y p si n a n d t h e di p e pti d e 
I W w a s s u b s e q u e ntl y i s ol at e d b y c hr o m at o gr a p h y. Aft er h y dr ol y si s a n d i s ol ati o n, t h e yi el d 
of t h e r e c o m bi n a nt pr o d u c e d I W (rI W) wit h a p urit y of ≥ 9 6  % w a s 1 4  μ g.  T h u s, 2 8  % fr o m 
t h e p o s si bl e c o nt e nt of rI W w a s o bt ai n e d fr o m t h e cl e a n M B P-I W. 
I W w a s i d e ntifi e d b y t hr e e diff er e nt m et h o d s: r e v er s e d p h a s e-hi g h p erf or m a n c e li q ui d 
c hr o m at o gr a p h y wit h U V -d et e cti o n, li q ui d c hr o m at o gr a p h y -el e ctr o s pr a y i o ni s ati o n -t a n d e m 
m a s s s p e ctr o m etr y a n d N -t er mi n al d eri v ati z ati o n of t h e p e pti d e. T h e s e m et h o d s c o nfir m e d 
t h e pr o d u c e d p e pti d e a s I W. 
T h e A C E -i n hi bit or y p ot e nti al of rI W w a s a n al y se d a n d c o m p ar e d t o t h at of t h e c h e mi c all y 
pr o d u c e d c o m m er ci all y a v ail a bl e L -I W ( cI W) a n d of t h e ch e mi c all y pr o d u c e d c o m m er ci all y 
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a v ail a bl e D -I W ( c DI W). T o a d dr e s s t h e c o m pl e x a n d h et er o g e n e o u s di stri b uti o n of A C E-
a cti vit y i n t h e h u m a n or g a ni s m, t h e A C E -i n hi bit or y p ot e nti al of t h e di p e pti d e s w a s 
i n v e sti g at e d i n diff er e nt A C E-s o ur c e s. A d diti o n all y t o n o n -h u m a n A C E ( fr o m r a b bit l u n g) 
al s o h u m a n s ol u bl e A C E (fr o m h u m a n pl a s m a) a n d h u m a n m e m br a n e -b o u n d A C E (fr o m 
h u m a n u m bili c al v ei n e n d ot h eli al c ell s, H U V E C s) w er e u s e d. I n all t e st e d A C E -s y st e m s 
c DI W di d n ot s h o w a n y A C E -i n hi bit or y eff e ct. I C5 0  v al u e s of rI W a n d cI W r a n g e d fr o m 1. 7 2 
± 0. 1 2 t o 2 3. 3 0 ± 3. 6 8  μ M, d e p e n di n g o n t h e i n v e sti g at e d A C E -s y st e m. I n all s o ur c e s of 
A C E a n e q u al i n hi bit or y p ot e n c y of b ot h diff er e ntl y pr o d u c e d di p e pti d e s w er e d et er mi n e d.  
T h e s e c o n d ai m of t h e t h e si s w a s t o i n v e sti g at e t h e A C E -i n hi bit or y eff e ct of t w o p e pti d e 
mi x e s of pl a nt pr ot ei n s b e si d e t h e p e pti d e mi x of w h e y pr ot ei n, c o nt ai ni n g a hi g h 
c o n c e ntr ati o n of I W.  
B a s e d o n t h e i d e ntifi e d tr y pt o p h a n - a n d t yr o si n e -c o nt ai ni n g di p e pti d e s i n t h e h y dr ol y s at e s 
of t h e w h e y -, s o y- a n d ri c e -pr ot ei n, t hr e e p e pti d e mi x e s w er e pr e p ar e d. Al s o h er e t h e eff e ct 
o n diff er e nt  A C E -s o ur c e s w a s d et er mi n e d. A d diti o n all y t o t h e n a m e d a b o v e, m e m br a n e -
b o u n d A C E fr o m r at a ort a w a s i n v e sti g at e d . I n all a n al y s e d  A C E -s y st e m s, t h e p e pti d e mi x 
of w h e y s h o w e d a s i g nifi c a ntl y hi g h er A C E-i n hi bit or y p ot e nti al t h a n t h e p e pti d e mi x e s of s o y 
a n d ri c e. T h e p e pti d e mi x s o y w a s t h e m o st p ot e nt A C E -i n hi bit or t e st e d a m o n g t h e 
h y dr ol y s e d pl a nt pr ot ei n s. T h e I C 5 0 -v al u e s of t h e p e pti d e mi x e s w er e b et w e e n 1 6. 6 0 ± 2. 5 9 
a n d 2 8 2. 0 4  ± 1 8. 5 1  m g/l, d e p e n di n g o n t h e u s e d A C E -s y st e m. T h e str o n g A C E -i n hi bit or y 
eff e ct of t h e w h e y p e pti d e mi x w a s a s s o ci a t e d wit h t h e hi g h c o n c e ntr ati o n of I W ( 1 0 ti m e s 
hi g h er c o m p ar e d t o t h e ot h er p e pti d e mi x e s). T hi s i n di c at e s t h at t h e di p e pti d e I W i s m ai nl y  
r e s p o n si bl e f or t h e A C E-i n hi bit or y p ot e nti al i n t h e i n v e sti g at e d p e pti d e mi x e s, w hi c h 
d e m o n str at e a g ai n t h e gr e at p ot e nti al of t hi s di p e pti d e.  
It w a s s h o w n i n t h e pr e s e nt st u d y t h at I W fr o m w h e y pr ot ei n h a d  t h e str o n g e st A C E-
i n hi biti o n c o m p ar e d t o t h e bi oa cti v e p e pti d e s  of pr ot ei n s fr o m s o y a n d ri c e.  F urt h er m or e, f or 
t h e fir st ti m e it w a s p o s si bl e t o pr o d u c e t h e A C E-i n hi bit or y di p e pti d e I W i n hi g h p urit y 
bi ot e c h n ol o gi c all y u si n g r e c o m bi n a nt pr ot ei n s.  
T o u s e I W a s a n i n gr e di e nt i n f u n cti o n al f o o d s, t h e bi o t e c h n ol o gi c al pr o d u cti o n of I W n e e d s 
t o b e o pti mi z e d t o r e c ei v e hi g h er yi el d s. Aft er t hi s o pti mi z ati o n, it w o ul d b e c o n c ei v a bl e t o 
i n cr e a s e t h e pr o d u cti o n of I W i n a s c al e-u p pr o c e s s f or i n d u stri al a p pli c ati o n . T h e A C E-
i n hi bit or y eff e ct of t h e bi ot e c h n ol o gi c all y pr o d u c e d I W w a s  c o nfir m e d i n t h e pr e s e nt st u d y, 
t h u s it c o ul d b e u s e d i n a n i n n o v ati v e f u n cti o n al f o o d f or d ail y n utriti o n. Pr o s p e cti v el y, t hi s 
i n cr e a s e s t h e p o s si bilit y of u si n g I W pr e v e nti v el y i n or d er t o d el a y or mi ni mi z e t h e 
d e v el o p m e nt of h y p er t e n si o n a n d t h e c o n s e q u e nti al l y d i s e a s e s.  
Lit er at ur v er z ei c h ni s  
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7  Lit er at ur v er z ei c h ni s  
A b el o u s J E, B ar di er E. 1 9 0 9. L e s s u b st a n c e s h y p ot e n si v e s d e l’ uri n e h u m ai n e n or m al e. C R 
S o c Bi ol 6 6: 5 1 1 – 5 2 0.  
A h m a d I, Y a n u ar A, M uli a K, M u n’i m A. 2 0 1 7. R e vi e w of a n gi ot e n si n -c o n v erti n g e n z y m e  
i n hi bit or y a s s a y: R a pi d m et h o d i n dr u g di s c o v er y of h er b al pl a nt s. P h ar m a c o g n R e v 
1 1: 1 – 7.  
Al -G b uri S, D e u s s e n A J, G alli R, M u d er s M H, Z at s c hl er B, N ei s s er A, M üll er B, K o p ali a ni I. 
2 0 1 7. S e x -s p e cifi c diff er e n c e s i n a g e -d e p e n d e nt pr o gr e s si o n of a orti c d y sf u n cti o n 
a n d r el at e d c ar di a c r e m o d eli n g i n s p o nt a n e o u sl y h y p ert e n si v e r at s. A m J P h y si ol 
I nt e gr C o m p P h y si ol 3 1 2: R 8 3 5– R 8 4 9.  
B a d er M. 2 0 1 0. Ti s s u e r e ni n -a n gi ot e n si n -al d o st er o n e s y st e m s: T ar g et s f or p h ar m a c ol o gi c al 
t h er a p y. A n n u R e v P h ar m a c ol T o xi c ol 5 0: 4 3 9– 4 6 5.  
B a d er M, G a nt e n D. 2 0 0 8. U p d at e o n ti s s u e r e ni n -a n gi ot e n si n s y st e m s. J M ol M e d 8 6: 6 1 5 –
6 2 1.  
B alti R, B o u g at ef A, Sil a A, G uill o c h o n D, D h ul st er P, N e dj ar -Arr o u m e N. 2 0 1 5. Ni n e n o v el 
a n gi ot e n si n I -c o n v erti n g e n z y m e ( A C E) i n hi bit or y p e pti d e s fr o m c uttl efi s h ( S e pi a 
offi ci n ali s) m u s cl e pr ot ei n h y dr ol y s at e s a n d a nti h y p ert e n si v e eff e ct of t h e p ot e nt 
a cti v e p e pti d e i n s p o nt a n e o u sl y h y p ert e n si v e r at s. F o o d C h e m 1 7 0: 5 1 9 – 5 2 5.  
B a n e y x F. 1 9 9 9. R e c o m bi n a nt pr ot ei n e x pr e s si o n i n E s c h eri c hi a c oli. C urr O pi n Bi ot e c h n ol 
1 0: 4 1 1 – 2 1.  
B atti s o n A L, S u m m erfi el d R, P atr z y k at A. 2 0 0 8. I s ol ati o n a n d c h ar a ct eri s ati o n of t w o 
a nti mi cr o bi al p e pti d e s fr o m h a e m o c yt e s of t h e A m eri c a n l o b st er H o m ar u s 
a m eri c a n u s. Fi s h S h ellfi s h I m m u n ol 2 5: 1 8 1 – 1 8 7.  
B a u di n B. 2 0 0 2. N e w A s p e ct s o n A n gi ot e n si n -C o n v erti n g E n z y m e: fr o m G e n e t o Di s e a s e. 
Cli n C h e m L a b M e d 4 0: 2 5 6 – 2 6 5.  
B o el s m a E, Kl o e k J. 2 0 1 0. I P P -ri c h mil k pr ot ei n h y dr ol y s at e l o w er s bl o o d pr e s s ur e i n 
s u bj e ct s wit h st a g e 1 h y p ert e n si o n, a r a n d o mi z e d c o ntr oll e d tri al. N utr J 9: 5 2.  
B or g hi C, R o s si F. 2 0 1 5. R ol e of t h e R e ni n -A n gi ot e n si n -Al d o st er o n e S y st e m a n d It s 
P h ar m a c ol o gi c al I n hi bit or s i n C ar di o v a s c ul ar Di s e a s e s: C o m pl e x a n d Criti c al I s s u e s. 
Hi g h Bl o o d Pr e s s { &} C ar di o v a s c Pr e v 2 2: 4 2 9 – 4 4 4.  
Lit er at ur v er z ei c h ni s  
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Br y a nt J W, S h ari at -M a d ar Z. 2 0 0 9. H u m a n Pl a s m a K alli kr ei n -Ki ni n S y st e m: P h y si ol o gi c al 
a n d Bi o c h e mi c al P ar a m et er s. C ar di o v a s c H e m at ol A g e nt s M e d C h e m 7: 2 3 4 – 2 5 0.  
B u s s e R. 2 0 0 7. S y n o p si s d er l o k al e n u n d s y st e mi s c h e n D ur c h bl ut u n g sr e g ul ati o n, 
L a n gfri sti g e R e g ul ati o n s m e c h a ni s m e n. I n: S c h mi dt R F, L a n g F ( Hr s g). P h y si ol o gi e 
D e s M e n s c h e n mit P at h o p h y si ol o gi e. 3 0. A ufl. S pri n g er, B erli n, S. 6 6 1 -6 6 8.  
B utt ar H S. 1 9 9 7. A n o v er vi e w of t h e i nfl u e n c e of A C E i n hi bit or s o n f et al -pl a c e nt al cir c ul ati o n 
a n d p eri n at al d e v el o p m e nt. M ol C ell Bi o c h e m 1 7 6: 6 1 – 7 1.  
B z y m e k M, L o v ett S T. 2 0 0 1. I n st a bilit y of r e p etiti v e D N A s e q u e n c e s: T h e r ol e of r e pli c ati o n 
i n m ulti pl e m e c h a ni s m s. Pr o c N atl A c a d S ci 9 8: 8 3 1 9– 8 3 2 5.  
C ar pi n o L A, H a n G Y. 1 9 7 0. T h e 9 -Fl u or e n yl m et h o x y c ar b o n yl F u n cti o n, a N e w B a s e -
S e n siti v e A mi n o -Pr ot e cti n g Gr o u p. J A m C h e m S o c 9 2: 5 7 4 8 – 5 7 4 9.  
C arri o M M, Vill a v er d e A. 2 0 0 5. L o c ali z ati o n of C h a p er o n e s D n a K a n d Gr o E L i n B a ct eri al 
I n cl u si o n B o di e s. J B a ct eri ol 1 8 7: 3 5 9 9– 3 6 0 1.  
C h a n dr u d u S, Si m er s k a P, T ot h I. 2 0 1 3. C h e mi c al M et h o d s f or P e pti d e a n d Pr ot ei n 
Pr o d u cti o n. M ol e c ul e s 1 8: 4 3 7 3 – 4 3 8 8.  
C h e u n g H -S, W a n g F -L, O n d etti M A, S a b o E F, C u s h m a n D W. 1 9 8 0. Bi n di n g of P e pti d e 
S u b str at e s a n d I n hi bit or s of A n gi ot e n si n -c o n v erti n g E n z y m e. J Bi ol C h e m 2 5 5: 4 0 1 –
4 0 7.  
C h o b a ni a n A V., B a kri s G L, Bl a c k H R, C u s h m a n W C, Gr e e n L A, I z z o J L, J o n e s D W, 
M at er s o n B J, O p ari l S, Wri g ht J T, R o c c ell a E J. 2 0 0 3. S e v e nt h r e p ort of t h e J oi nt 
N ati o n al C o m mitt e e o n Pr e v e nti o n, D et e cti o n, E v al u ati o n, a n d Tr e at m e nt of Hi g h 
Bl o o d Pr e s s ur e. H y p ert e n si o n 4 2: 1 2 0 6 – 1 2 5 2.  
Ci c er o A F G, A u bi n F, A z ai s -Br a e s c o V, B or g hi C. 2 0 1 3. D o t h e L a ct otri p e pti d e s I s ol e u ci n e -
Pr oli n e -Pr oli n e a n d V ali n e -Pr oli n e -Pr oli n e R e d u c e S y st oli c Bl o o d Pr e s s ur e i n 
E ur o p e a n S u bj e ct s ? A M et a -A n al y si s of R a n d o mi z e d C o ntr oll e d Tri al s. A m J 
H y p ert e n s 2 6: 4 4 2 – 4 4 9.  
C olli er S R, L a n dr a m M J. 2 0 1 2. Tr e at m e nt of pr e h y p ert e n si o n: lif e st yl e a n d/ or m e di c ati o n. 
V a s c H e alt h Ri s k M a n a g 8: 6 1 3 – 6 1 9.  
C o o p er W O, H er n a n d e z -Di a z S, Ar b o g a st P G, D u dl e y J A, D y er S, Gi d e o n P S, H all K, R a y 
W A. 2 0 0 6. M aj or C o n g e nit al M alf or m ati o n s aft er Fir st -Tri m e st er E x p o s ur e t o A C E 
I n hi bit or s. N E n gl J M e d 3 5 4: 2 4 4 3– 2 4 5 1.  
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C o st er o u s s e O, D a nil o v S, Al h e n c -G el a s F. 1 9 9 7. G e n eti c s of A n gi ot e n si n I -C o n v erti n g 
E n z y m e. Cli n E x p H y p ert e n s 1 9: 6 5 9 – 6 6 9.  
C u s h m a n D W, C h e u n g H S. 1 9 7 1. S p e ctr o p h ot o m etri c a s s a y a n d pr o p erti e s of t h e 
a n gi ot e n si n - c o n v erti n g e n z y m e of r a b bit l u n g. Bi o c h e m P h ar m a c ol 2 0: 1 6 3 7 – 1 6 4 8.  
D ar e wi c z M, B or a w s k a J, V e g ar u d G E, Mi n ki e wi c z P, I w a ni a k A. 2 0 1 4. A n gi ot e n si n I -
C o n v erti n g E n z y m e ( A C E) I n hi bit or y A cti vit y a n d A C E I n hi bit or y P e pti d e s of S al m o n 
( S al m o s al ar) Pr ot ei n H y dr ol y s at e s O bt ai n e d b y H u m a n a n d P or ci n e G a str oi nt e sti n al 
E n z y m e s. I nt J M ol S ci 1 5: 1 4 0 7 7 – 1 4 1 0 1.  
D a w s o n P E, M uir T W, Cl ar k -L e wi s I, K e nt S B H. 1 9 9 4. S y nt h e si s of pr ot ei n s b y n ati v e 
c h e mi c al li g ati o n. S ci e n c e ( 8 0 - ) 2 6 6: 7 7 6– 7 7 9.  
D e M ell o W C, Fr o hli c h E D. 2 0 1 4. Cli ni c al p er s p e cti v e s a n d f u n d a m e nt al a s p e ct s of l o c al  
c ar di o v a s c ul ar a n d r e n al r e ni n -a n gi ot e n si n s y st e m s. Fr o nt E n d o cri n ol ( L a u s a n n e) 
5: 1 – 9.  
D o g gr ell S A, W a n st all J C. 2 0 0 4. V a s c ul ar c h y m a s e: p at h o p h y si ol o gi c al r ol e a n d t h er a p e uti c 
p ot e nti al of i n hi biti o n. C ar di o v a s c R e s 6 1: 6 5 3 – 6 6 2.  
D oł o w y M, P y k a A. 2 0 1 4. A p pli c ati o n of T L C , H P L C a n d G C m et h o d s t o t h e st u d y of a mi n o 
a ci d a n d p e pti d e e n a nti o m er s : a r e vi e w. Bi o m e d C hr o m at o gr 2 8: 8 4 – 1 0 1.  
D o n o g h u e M, H si e h F, B ar o n a s E, G o d b o ut K, G o s s eli n M, St a gli a n o N, D o n o v a n M, W o olf 
B, R o bi s o n K, J e y a s e el a n R, Br eit b art R E, A ct o n S. 2 0 0 0. A N o v el A n gi ot e n si n -
C o n v erti n g E n z y m e -R el at e d C ar b o x y p e pti d a s e ( A C E 2) C o n v ert s A n gi ot e n si n I t o 
A n gi ot e n si n 1 -9. Cir c R e s 8 7: e 1 – e 9.  
D o u m a s M, T si o ufi s C, F a s eli s C, L a z ari di s A, Gr a s s o s H, P a p a d e m etri o u V. 2 0 1 4. N o n -
i nt er v e nti o n al m a n a g e m e nt of r e si st a nt h y p ert e n si o n. W orl d J C ar di ol 6: 1 0 8 0– 1 0 9 0.  
D z a u V J, B er n st ei n K, C el er m aj er D, C o h e n J, D a hl öf B, D e a nfi el d J, Di e z J, Dr e xl er H, 
F err ari R, Gil st W V a n, H a n s s o n L, H or ni g B, et al. 2 0 0 2. P at h o p h y si ol o gi c a n d 
t h er a pe uti c i m p ort a n c e of ti s s u e A C E: a c o n s e n s u s r e p ort. C ar di o v a s c Dr u g s T h er 
1 6: 1 4 9 – 1 6 0.  
E yri e s M, Mi c h a u d A, D ei n u m J, A gr a p art M, C h o mili er J, Kr a m er s C, S o u bri er F. 2 0 0 1. 
I n cr e a s e d S h e d di n g of A n gi ot e n si n-c o n v erti n g E n z y m e b y a M ut ati o n I d e ntifi e d i n t h e 
S t al k R e gi o n. J Bi ol C h e m 2 7 6: 5 5 2 5– 5 5 3 2.  
Lit er at ur v er z ei c h ni s  
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F er n a n d e z L A, d e L or e n z o V. 2 0 0 1. F or m ati o n of di s ul p hi d e b o n d s d uri n g s e cr eti o n of  
pr ot ei n s t hr o u g h t h e p eri pl a s mi c -i n d e p e n d e nt t y p e I p at h w a y. M ol Mi cr o bi ol 4 0: 3 3 2–
3 4 6.  
F er o z F, H o b s o n M P. 2 0 0 8. M ulti m o d al n e st e d s a m pli n g: a n effi ci e nt a n d r o b u st alt er n ati v e 
t o M ar k o v C h ai n M o nt e C arl o m et h o d s f or a str o n o mi c al d at a a n al y s e s. M o n N ot R 
A str o n S o c 3 8 4: 4 4 9 – 4 6 3.  
F err eir a S H. 1 9 6 5. A B R A D Y KI NI N -P O T E N TI A TI N G F A C T O R ( B P F) P R E S E N T I N T H E 
V E N O M O F B O T H R O P S J A R A R A C A. Br J P h a r m a c ol C h e m ot h er 2 4: 1 6 3– 1 6 9.  
Fit z G er al d R J, M ei s el H. 2 0 0 0. Mil k pr ot ei n -d eri v e d p e pti d e i n hi bit or s of a n gi ot e n si n -I-
c o n v erti n g e n z y m e. Br J N utr 8 4: 3 3 – 3 7.  
Fl a m m E L. 1 9 9 1. H o w F D A A p pr o v e d C h y m o si n: A C a s e Hi st or y. N at Bi ot e c h n ol 9: 3 4 9 –
3 5 1.  
Fl or e s -M u n o z M,  W or k L M, D o u gl a s K, D e n b y L, D o mi ni c z a k A F, Gr a h a m D, Ni c kli n S A. 
2 0 1 2. A n gi ot e n si n -( 1-9) Att e n u at e s C ar di a c Fi br o si s i n t h e Str o k e -Pr o n e 
S p o nt a n e o u sl y H y p ert e n si v e R at vi a t h e A n gi ot e n si n T y p e 2 R e c e pt or. H y p ert e n si o n 
5 9: 3 0 0 – 3 0 7.  
Fr o o g h G, Pi nt o J T, L e Y , K a n d hi S, Al eli g n e Y, H u a n g A, S u n D. 2 0 1 7. C h y m a s e-
d e p e n d e nt pr o d u cti o n of a n gi ot e n si n II: a n ol d e n z y m e i n ol d h e art s. A m J P h y si ol - 
H e ar Cir c P h y si ol 3 1 2: H 2 2 3 – H 2 3 1.  
F u c h s F D. 2 0 1 0. Pr e h y p ert e n si o n: T h e r ati o n al e f or e arl y dr u g t h er a p y. C ar di o v a s c T h e r 
2 8: 3 3 9 – 3 4 3.  
G a b b G M, R y a n P, Wi n g L M H, H ut c hi n s o n K A. 1 9 9 6. E pi d e mi ol o gi c al st u d y of a n gi o e d e m a 
a n d A C E i n hi bit or s. A u st N Z J M e d 2 6: 7 7 7 – 7 8 2.  
G u st af s s o n C, G o vi n d ar aj a n S, Mi n s h ull J. 2 0 0 4. C o d o n bi a s a n d h et er ol o g o u s pr ot ei n 
e x pr e s si o n. Tr e n d s Bi ot e c h n ol 2 2: 3 4 6 – 3 5 3.  
G u yt o n A C, C ol e m a n T G, C o wl e y A W, S c h e el K W, M a n ni n g R D, N or m a n R A. 1 9 7 2. Art eri al 
pr e s s ur e r e g ul ati o n. A m J M e d 5 2: 5 8 4 – 5 9 4.  
H a g a m a n J R, M o y er J S, B a c h m a n E S, Si b o n y M, M a g y ar P L, W el c h J E E, S mit hi e s O, 
Kr e g e J H, O´ Bri e n D A. 1 9 9 8. A n gi ot e n si n -c o n v erti n g e n z y m e a n d m al e f ertilit y. Pr o c 
N atl A c a d S ci U S A 9 5: 2 5 5 2 – 2 5 5 7.  
Lit er at ur v er z ei c h ni s  
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H a m m ar str ö m M, H ell gr e n N, B er g S v a n d e n, B er gl u n d H, H är d T. 2 0 0 2. R a pi d s cr e e ni n g 
f or i m pr o v e d s ol u bilit y of s m all h u m a n pr ot ei n s pr o d u c e d a s f u si o n pr ot ei n s i n 
E s c h eri c hi a c ol i. Pr ot ei n S ci 1 1: 3 1 3– 3 2 1.  
H er n á n d e z -L e d e s m a B, A mi g o L, R e ci o I, B art ol o m é B. 2 0 0 7. A C E -I n hi bit or y a n d R a di c al-
S c a v e n gi n g A cti vit y of P e pti d e s D eri v e d fr o m β -L a ct o gl o b uli n f( 1 9 − 2 5). I nt er a cti o n s 
wit h A s c or bi c A ci d. J A gri c F o o d C h e m 5 5: 3 3 9 2 – 3 3 9 7.  
H er n á n d e z -L e d e s m a B, M ar C o ntr er a s M d el, R e ci o I. 2 0 1 1. A nti h y p ert e n si v e p e pti d e s: 
Pr o d u cti o n, bi o a v ail a bilit y a n d i n c or p or ati o n i nt o f o o d s. A d v C oll oi d I nt erf a c e S ci 
1 6 5: 2 3 – 3 5.  
I diri s A, T o h d a H, K u m a g ai H, T a k e g a w a K. 2 0 1 0. E n gi n e eri n g of pr ot ei n s e cr eti o n i n y e a st: 
str at e gi e s a n d i m p a ct o n pr ot ei n pr o d u cti o n. A p pl Mi cr o bi ol Bi ot e c h n ol 8 6: 4 0 3 – 4 1 7.  
J a s p ar d E, W ei L, Al h e n c -G el a s F. 1 9 9 3. Diff er e n c e s i n t h e Pr o p erti e s a n d E n z y m ati c 
S p e cifi citi e s of t h e T w o A cti v e Sit e s of A n gi ot e n si n I -c o n v erti n g E n z y m e ( Ki ni n a s e II) 
St u di e s wit h Br a d y ki ni n a n d ot h er n at ur al P e pti d e s. J Bi ol C h e m 2 6 8: 9 4 9 6 – 9 5 0 3.  
J a u hi ai n e n T, C olli n M, N ar v a M, C h e n g Z J, P o u s s a T, V a p a at al o H, K or p el a R. 2 0 0 5. Eff e ct 
of l o n g -t er m i nt a k e of mil k p e pti d e s a n d mi n er al s o n bl o o d pr e s s ur e a n d art eri al 
f u n cti o n i n s p o nt a n e o u sl y h y p ert e n si v e r at s. Mil c h wi s s e n s c h aft 6 0: 3 5 8 – 3 6 3.  
J e o n g D W, S hi n D S, A h n C W, S o n g I S, L e e H J. 2 0 0 7. E x pr e s si o n of a nti h y p ert e n si v e 
p e p ti d e, Hi s-Hi s -L e u, a s t a n d e m r e p e at s i n E s c h eri c hi a c oli. J Mi cr o bi ol Bi ot e c h n ol 
1 7: 9 5 2 – 9 5 9.  
J uill ar d V, G uill ot A, B ar s D L e, Gri p o n J -C. 1 9 9 8. S p e cifi cit y of mil k p e pti d e utili z ati o n b y 
L a ct o c o c c u s l a cti s. A p pl E n vir o n Mi cr o bi ol 6 4: 1 2 3 0 – 1 2 3 6.  
K ai s er S, M arti n M, L u n o w D, R u d ol p h S, M ertt e n S, M ö c k el U, D e u ß e n A, H e nl e T. 2 0 1 6. 
Tr y pt o p h a n -c o nt ai ni n g di p e pti d e s ar e bi o a v ail a bl e a n d i n hi bit pl a s m a h u m a n 
a n gi ot e n si n -c o n v erti n g e n z y m e i n vi v o. I nt D air y J 5 2: 1 0 7 – 1 1 4.  
K a p u st R B, W a u g h D S. 1 9 9 9. E s c h eri c hi a c oli  m alt o s e -bi n di n g pr ot ei n i s u n c o m m o nl y 
eff e cti v e at pr o m oti n g t h e s ol u bilit y of p ol y p e pti d e s t o w hi c h it i s f u s e d. Pr ot ei n S ci 
8: 1 6 6 8 – 1 6 7 4.  
K h e dr S, D e u s s e n A, K o p ali a ni I, Z at s c hl er B, M arti n M. 2 0 1 7. Eff e ct s of tr y pt o p h a n -
c o nt ai ni n g p e pti d e s o n a n gi ot e n s i n-c o n v erti n g e n z y m e a cti vit y a n d v e s s el t o n e e x 
vi v o a n d i n vi v o. E ur J N utr 0: 0.  
Lit er at ur v er z ei c h ni s  
 
1 2 3  
K h e dr S, M arti n M, D e u s s e n A. 2 0 1 5. I n hi bit or y Effi c a c y a n d Bi ol o gi c al V ari a bilit y of 
Tr y pt o p h a n C o nt ai ni n g Di p e pti d e s o n H u m a n Pl a s m a A n gi ot e n si n C o n v erti n g 
E n z y m e A cti vit y . J H y p ert e n s O p e n A c c e s s 4: 2– 6.  
K hi ari Z, Ri c o D, M arti n -Di a n a A B, B arr y -R y a n C. 2 0 1 4. Str u ct ur e el u ci d ati o n of A C E -
i n hi bit or y a n d a ntit hr o m b oti c p e pti d e s i s ol at e d fr o m m a c k er el s ki n g el ati n e 
h y dr ol y s at e s. J S ci F o o d A gri c 9 4: 1 6 6 3 – 1 6 7 1.  
Kili a n I, K ot h e H W , Zit z m a n n N ( Hr s g). 2 0 1 2. Gr o ß e s B u c h d er Bi ol o gi e. C o m p a ct V erl a g, 
M ü n c h e n, S. 1 1 3.  
K o b a y a s hi Y, Y a m a u c hi T, K at s u d a T, Y a m aji H, K at o h S. 2 0 0 8. A n gi ot e n si n -I c o n v erti n g 
e n z y m e ( A C E) i n hi bit or y m e c h a ni s m of tri p e pti d e s c o nt ai ni n g ar o m ati c r e si d u e s. J 
Bi o s ci Bi o e n g 1 0 6: 3 1 0 – 3 1 2.  
L a e m mli U. 1 9 7 0. Cl e a v a g e of Str u ct ur al Pr ot ei n s d uri n g t h e A s s e m bl y of t h e H e a d of 
B a ct eri o p h a g e T 4. N at ur e 2 2 7: 6 8 0 – 6 8 5.  
L a n dr y T D, C h e w L, D a vi s J W, Fr a wl e y N, F ol e y H H, St el m a n S J, T h o m a s J, W olt J, 
H a n s el m a n D S. 2 0 0 3. S af et y e v al u ati o n of a n α -a m yl a s e e n z y m e pr e p ar ati o n d eri v e d 
fr o m t h e ar c h a e al or d er T h er m o c o c c al e s a s e x pr e s s e d i n P s e u d o m o n a s fl u or e s c e n s 
bi o v ar I. R e g ul T o xi c ol P h ar m a c ol 3 7: 1 4 9 – 1 6 8.  
L eit z m a n n C. 2 0 1 4. V e g et ari a n n utriti o n: p a st, pr e s e nt, f ut ur e. A m J Cli n N utr 1 0 0: 4 9 6 S –
5 0 2 S.  
Li G -H, Q u M -R, W a n J -Z, Y o u J -M. 2 0 0 7. A nti h y p ert e n si v e eff e ct of ri c e pr ot ei n h y dr ol y s at e 
wit h i n vitr o a n gi ot e n si n I -c o n v erti n g e n z y m e i n hi bit or y a cti vit y i n s p o nt a n e o u sl y 
h y p ert e n si v e r at s. A si a P a c J Cli n N utr 1 6: 2 7 5 – 2 8 0.  
Li u D, S u n H, Z h a n g L, Li S, Qi n Z. 2 0 0 7. Hi g h -L e v el E x pr e s si o n of Mil k -D eri v e d 
A nti h y p ert e n si v e P e pti d e i n E s c h eri c hi a c oli a n d It s Bi o a cti vit y. J A gri c F o o d C h e m 
5 5: 5 1 0 9 – 5 1 1 2.  
L o s a c c o M, G all er a ni R, G o b b etti M, Mi n er vi ni F, L e o F D e. 2 0 0 7. Pr o d u cti o n of a cti v e 
a n gi ot e n si n -I c o n v erti n g e n z y m e i n hi bit or y p e pti d e s d eri v e d fr o m b o vi n e β -c a s ei n b y 
r e c o m bi n a nt D N A t e c h n ol o gi e s. Bi ot e c h n ol J 2: 1 4 2 5– 1 4 3 4.  
L u n o w D, K ai s er S, Br ü c k n er S, G ot s c h A, H e nl e T. 2 0 1 3. S el e cti v e r el e a s e of A C E -
i n hi biti n g tr y pt o p h a n-c o nt ai ni n g di p e pti d e s  fr o m f o o d pr ot ei n s b y e n z y m ati c 
h y dr ol y si s. E ur F o o d R e s T e c h n ol 2 3 7: 2 7 – 3 7.  
Lit er at ur v er z ei c h ni s  
 
1 2 4  
M aj u m d er K, C h a kr a b arti S, M ort o n J S, P a n a hi S, K a uf m a n S, D a vi d g e S T, W u J. 2 0 1 3. 
E g g -D eri v e d Tri -P e pti d e I R W E x ert s A nti h y p ert e n si v e Eff e ct s i n S p o nt a n e o u sl y 
H y p ert e n si v e R at s. P L o S O n e 8: e 8 2 8 2 9.  
M aj u m d er K, W u J. 2 0 1 5. M ol e c ul ar T ar g et s of A nti h y p ert e n si v e P e pti d e s: U n d er st a n di n g 
t h e M e c h a ni s m s of A cti o n B a s e d o n t h e P at h o p h y si ol o g y of H y p ert e n si o n. I nt J M ol 
S ci 1 6: 2 5 6 – 2 8 3.  
M a n ci a G, F a g ar d R, N ar ki e wi c z K, R e d o n J, Z a n c h etti A , B ö h m M, C hri sti a e n s T, Cif k o v a 
R, B a c k er G D e, D o mi ni c z a k A, G al d eri si M, Gr o b b e e D E, et al. 2 0 1 3. 2 0 1 3 E S H/ E S C 
G ui d eli n e s f or t h e m a n a g e m e nt of art eri al h y p ert e n si o n. E ur H e art J 3 4: 2 1 5 9 – 2 2 1 9.  
M arti n M, K o p ali a ni I, J a n n a s c h A, M u n d C, T o d or o v V, H e nl e T, D e u s s e n A. 2 0 1 5. 
A nti h y p ert e n si v e a n d c ar di o pr ot e cti v e eff e ct s of t h e di p e pti d e i s ol e u ci n e -tr y pt o p h a n 
a n d w h e y pr ot ei n h y dr ol y s at e. A ct a P h y si ol 2 1 5: 1 6 7 – 1 7 6.  
M arti n M, W ell n er A, O s s o w s ki I, H e nl e T. 2 0 0 8. I d e ntifi c ati o n a n d Q u a ntifi c ati o n of 
I n hi bit or s f or A n gi ot e n si n-C o n v erti n g E n z y m e i n H y p o all er g e ni c I nf a nt Mil k F or m ul a s. 
J A gri c F o o d C h e m 5 6: 6 3 3 3 – 6 3 3 8.  
M e n d o z a -T orr e s E, O y ar z ú n A, M o n d a c a -R uff D, A z o c ar A, C a str o P F, J alil J E, C hi o n g M, 
L a v a n d er o S, O c ar a n z a M P. 2 0 1 5. A C E 2 a n d v a s o a cti v e p e pti d e s: n o v el pl a y er s i n 
c ar di o v a s c ul ar/r e n al r e m o d eli n g a n d h y p ert e n si o n. T h er A d v C ar di o v a s c Di s 9: 2 1 7 –
2 3 7.  
M errifi el d R B. 1 9 6 3. S oli d P h a s e P e pti d e S y nt h e si s. I. T h e S y nt h e si s of a T etr a p e pti d e. J 
A m C h e m S o c 8 5: 2 1 4 9 – 2 1 5 4.  
Mi c h a u d A, A c h ar y a K R, M a s u y er G, Q u e n e c h’ d u N, Gri b o u v al O, M ori ni èr e V, G u bl er M -
C, C or v ol P. 2 0 1 4. A b s e n c e of c ell s urf a c e e x pr e s si o n of h u m a n A C E l e a d s t o 
p eri n at al d e at h. H u m M ol G e n et 2 3: 1 4 7 9 – 1 4 9 1.  
Mi c h el k e L, D e u s s e n A, Di et eri c h P, M arti n M. 2 0 1 7. Eff e ct s of bi o a cti v e p e pti d e s e n cr y pt e d  
i n w h e y- , s o y- a n d ri c e pr ot ei n o n l o c al a n d s y st e mi c a n gi ot e n si n -c o n v erti n g e n z y m e 
a cti vit y. J F u n ct F o o d s 2 8: 2 9 9 – 3 0 5.  
Mi g u el M, L ó p e z -F a n di ñ o R, R a m o s M, Al ei x a n dr e A. 2 0 0 5. S h ort -t er m eff e ct of e g g-w hit e 
h y dr ol y s at e pr o d u ct s o n t h e art eri al bl o o d pr e s s ur e of h y p ert e n si v e r at s. Br J N utr 
9 4: 7 3 1.  
Lit er at ur v er z ei c h ni s  
 
1 2 5  
Mi s si a k a s D, R ai n a S. 1 9 9 7. MI NI R E VI E W Pr ot ei n F ol di n g i n t h e B a ct eri al P eri pl a s m. J 
B a ct eri ol 1 7 9: 2 4 6 5 – 2 4 7 1.  
Mi y a z a ki H, O h ni s hi J, S hi b at a T. 1 9 9 6. A n gi ot e n si n II R e c e pt or S u bt y p e s: T h eir Di stri b uti o n 
Si g n ali n g P at h w a y s, a n d P h y si ol o gi c al F u n cti o n s. Z o ol o g S ci 1 3: 6 4 1 – 6 4 6.  
Mi y a z a ki M, T a k ai S. 2 0 0 1. L o c al A n gi ot e n si n II -G e n er ati n g S y st e m i n V a s c ul ar Ti s s u e s: 
t h e R ol e s of C h y m a s e. H y p ert e n s R e s 2 4: 1 8 9– 1 9 3.  
M oi n u d di n A, G u pt a R, S a x e n a Y. 2 0 1 6. A s s e s s m e nt of a nt hr o p o m etri c i n di c e s, s alt i nt a k e 
a n d p h y si c al a cti vit y i n t h e a eti ol o g y of pr e h y p ert e n si o n. J Cli n Di a g n o sti c R e s 
1 0: C C 1 1 -C C 1 4.  
N a k a m ur a Y, Y a m a m ot o N, S a k ai K, O k u b o A, Y a m a z a ki S, T a k a n o T. 1 9 9 5. P urifi c ati o n 
a n d C h ar a ct eri z ati o n of A n gi ot e n si n I -C o n v erti n g E n z y m e I n hi bit or s fr o m S o ur Mil k. J 
D air y S ci 7 8: 7 7 7 – 7 8 3.  
N e al B, M a c M a h o n S, C h a p m a n N. 2 0 0 0. Eff e ct s of A C E i n hi bit or s, c al ci u m a nt a g o ni st s, 
a n d ot h er bl o o d pr e s s ur e l o w eri n g dr u g s: r e s ult s of pr o s p e cti v el y d e si g n e d o v er vi e w s 
of r a n d o mi s e d tri al s. L a n c et 3 5 6: 1 9 5 5 – 1 9 6 4.  
N e w E n gl a n d Bi ol a b s. 2 0 1 1 . K. l a cti s  Pr ot ei n E x pr e s si o n Kit - I n str u cti o n M a n u al E 1 0 0 0 S. 
V er si o n 1. 1.  
N e w E n gl a n d Bi ol a b s. 2 0 1 5. p M A L T M  Pr ot ei n F u si o n & P urifi c ati o n S y st e m - I n str u cti o n 
M a n u al E 8 2 0 0. V er si o n 3. 0.  
N o n g o ni er m a A B, Fit z G er al d  R J. 2 0 1 5. Mil k pr ot ei n s a s a s o ur c e of tr y pt o p h a n -c o nt ai ni n g 
bi o a cti v e p e pti d e s. F o o d F u n ct 6: 2 1 1 5 – 2 1 2 7.  
Ol e m p s k a -B e er Z S, M er k er RI, Ditt o M D, Di N o vi M J. 2 0 0 6. F o o d -pr o c e s si n g e n z y m e s fr o m 
r e c o m bi n a nt mi cr o or g a ni s m s— a r e vi e w. R e g ul T o xi c ol P h ar m a c ol 4 5: 1 4 4 – 1 5 8.  
O n d etti M A, R u bi n B, C u s h m a n D W. 1 9 7 7. D e si g n of S p e cifi c I n hi bit or s of A n gi ot e n si n -
C o n v erti n g E n z y m e: N e w Cl a s s of Or all y A cti v e A nti h y p ert e n si v e A g e nt s. S ci e n c e 
( 8 0- ) 1 9 6: 4 4 1– 4 4 4.  
P a ul M, M e hr A P, Kr e ut z R. 2 0 0 6. P h y si ol o g y of L o c al R e ni n -A n gi ot e n si n S y st e m s. P h y si ol 
R e v 8 6: 7 4 7 – 8 0 3.  
Pi e p h o R W. 2 0 0 0. O v er vi e w of t h e a n gi ot e n si n -c o n v erti n g -e n z y m e i n hi b it or s. A m J H e al 
P h ar m 5 7: S 3 – 7.  
Lit er at ur v er z ei c h ni s  
 
1 2 6  
Q u a n A. 2 0 0 6. F et o p at h y a s s o ci at e d wit h e x p o s ur e t o a n gi ot e n si n c o n v erti n g e n z y m e 
i n hi bit or s a n d a n gi ot e n si n r e c e pt or a nt a g o ni st s. E arl y H u m D e v 8 2: 2 3 – 2 8.  
R h al e b N -E, Y a n g X -P, C arr et er o O A. 2 0 1 1. T h e K alli kr ei n -Ki ni n S y st e m a s a R e g ul at or of 
C ar di o v a s c ul ar a n d R e n al F u n cti o n. C o m pr P h y si ol 1: 9 7 1 – 9 9 3.  
Ri or d a n J F. 2 0 0 3. A n gi ot e n si n -I-c o n v erti n g e n z y m e a n d it s r el ati v e s. G e n o m e Bi ol 4: 2 2 5 –
2 2 9.  
R ot h R, Z yl P v a n, T s e k o a T, St o y c h e v S, M a m p ut h a S, B ut h el e zi S, Cr a m pt o n M. 2 0 1 7. 
C o -e x pr e s si o n of s ul p h y dr yl o xi d a s e a n d pr ot ei n di s ul p hi d e i s o m er a s e i n E s c h eri c hi a 
c oli all o w s f or pr o d u cti o n of s ol u bl e C R M 1 9 7. J A p pl Mi cr o bi ol 1 2 2: 1 4 0 2 – 1 4 1 1.  
S ait o T, N a k a m ur a T, Kit a z a w a H, K a w ai Y, It o h T. 2 0 0 0. I s ol ati o n a n d Str u ct ur al A n al y si s 
of A nti h y p ert e n si v e P e pti d e s T h at E xi st N at ur all y i n G o u d a C h e e s e. J D air y S ci 
8 3: 1 4 3 4 – 1 4 4 0.  
S a nt o s C F, A k a s hi A E, Di o ní si o T J, Si p ert C R, Di di er D N, Gr e e n e A S, Oli v eir a S H P, P er eir a 
H J V, B e c ari C, Oli v eir a E B, S al g a d o M C O. 2 0 0 9. C h ar a ct eri z ati o n of a L o c al R e ni n -
A n gi ot e n si n S y st e m i n R at Gi n gi v al Ti s s u e. J P eri o d o nt ol 8 0: 1 3 0 – 1 3 9.  
S a nt o s R A S, Si m o e s A C, M ari c C, Sil v a D M R, M a c h a d o R P, B u hr I D e, H eri n g er -w alt h er 
S, Pi n h eir o S V B, L o p e s M T, B a d er M, M e n d e s E P, L e m o s V S, et al. 2 0 0 3. G pr ot ei n -
c o u pl e d r e c e pt or M a s. Pr o c N atl A c a d S ci U S A 1 0 0: 3 4 – 4 9.  
S a nt o s R A S, F err eir a A J. 2 0 0 7. A n gi ot e n si n -( 1– 7) a n d t h e r e ni n – a n gi ot e n si n s y st e m. C urr 
O pi n N e p hr ol H y p ert e n s 1 6 : 1 2 2– 1 2 8.  
S at o M, H o s o k a w a T, Y a m a g u c hi T, N a k a n o T, M ur a m ot o K, K a h ar a T, F u n a y a m a K, 
K o b a y a s hi A, N a k a n o T. 2 0 0 2. A n gi ot e n si n I -C o n v erti n g E n z y m e I n hi bit or y P e pti d e s 
D eri v e d fr o m W a k a m e ( U n d ari a pi n n atifi d a ) a n d T h eir A nti h y p ert e n si v e Eff e ct i n 
S p o nt a n e o u sl y H y p ert e n si v e R at s. J A gri c F o o d C h e m 5 0: 6 2 4 5 – 6 2 5 2.  
S e p p o L, J a u hi ai n e n T, P o u s s a T, K or p el a R. 2 0 0 3. A f er m e nt e d mil k hi g h i n bi o a cti v e 
p e pti d e s h a s a bl o o d pr e s s ur e -l o w eri n g eff e ct i n h y p ert e n si v e s u bj e ct s. A m J Cli n 
N utr 7 7: 3 2 6 – 3 3 0.  
S hi n Z -I k, Y u R, P ar k S -A, C h u n g D K, A h n C -W, N a m H -S, Ki m K -S, L e e H J. 2 0 0 1. Hi s -
Hi s -L e u, a n a n gi ot e n si n I c o n v erti n g e n z y m e i n hi bit or y p e pti d e d eri v e d fr o m K or e a n 
s o y b e a n p a st e, e x ert s a nti h y p ert e n si v e a cti vit y i n vi v o. J A gri c F o o d C h e m 4 9: 3 0 0 4 –
9.  
Lit er at ur v er z ei c h ni s  
 
1 2 7  
Si e n ki e wi c z T. 1 9 8 1. N o m e n kl at ur u n d ei ni g e Ei g e n s c h aft e n d er M ol k e n pr ot ei n e. 2. Mitt. a -
L a ct al b u mi n, I m m u n o gl o b uli n e, Pr ot e o s e -P e pt o n e, Mi n or pr ot ei n e u n d E n z y m e. 
N a hr u n g 2 5: 3 3 5 – 3 4 3.  
Si n g h A, U p a d h y a y V, U p a d h y a y A K, Si n g h S M, P a n d a A K. 2 0 1 5. Pr ot ei n r e c o v er y fr o m 
i n cl u si o n b o di e s of E s c h eri c hi a c oli u si n g mil d s ol u bili z ati o n pr o c e s s. Mi cr o b C ell F a ct 
1 4: 4 1.  
Si p ol a M, Fi n c k e n b er g P, K or p el a R, V a p a at al o H, N ur mi n e n M. 2 0 0 2. Eff e ct of l o n g -t er m 
i nt a k e of mil k pr o d u ct s o n bl o o d pr e s s ur e i n h y p ert e n si v e r at s. J D air y R e s 6 9: 1 0 3–
1 1.  
S killi n g J. 2 0 0 6. N e st e d s a m pli n g f or g e n er al B a y e si a n c o m p ut ati o n. B a y e si a n A n al 1: 8 3 3 –
8 5 9.  
S o n g J, C h e n W, L u Z, H u X, Di n g Y. 2 0 1 1. S ol u bl e e x pr e s si o n, p urifi c ati o n, a n d 
c h ar a ct eri z ati o n of r e c o m bi n a nt h u m a n fl otilli n -2 (r e g gi e -1) i n E s c h eri c hi a c o li. M ol 
Bi ol R e p 3 8: 2 0 9 1 – 2 0 9 8.  
S p o h n er S C, S c h a u m V, Q uit m a n n H, C z er m a k P. 2 0 1 6. Kl u y v er o m y c e s l a cti s: A n 
e m er gi n g t o ol i n bi ot e c h n ol o g y. J Bi ot e c h n ol 2 2 2: 1 0 4 – 1 1 6.  
St a b o uli S, K ot si s V, Ri z o s Z, T o u m a ni di s S, K ar a gi a n ni C, C o n st a nt o p o ul o s A, Z a k o p o ul o s 
N.  2 0 0 9. L eft v e ntri c ul ar m a s s i n n or m ot e n si v e, pr e h y p ert e n si v e a n d h y p ert e n si v e 
c hil dr e n a n d a d ol e s c e nt s. P e di atr N e p hr ol 2 4: 1 5 4 5 – 1 5 5 1.  
S u J B. 2 0 1 4. Diff er e nt cr o s s -t al k sit e s b et w e e n t h e r e ni n– a n gi ot e n si n a n d t h e k alli kr ei n –
ki ni n s y st e m s. J R e ni n -A n gi ot e n s i n-Al d o st er o n e S y st 1 5: 3 1 9 – 3 2 8.  
T h o m V T, W e n d el M, D e u s s e n A. 2 0 1 3. R e g ul ati o n of E ct o -5´ -N u cl e oti d a s e b y 
D o c o s a h e x a e n oi c A ci d i n H u m a n E n d ot h eli al C ell s. C ell P h y si ol Bi o c h e m 3 2: 3 5 5 –
3 6 6.  
T s u m e Y, I n c e c a yir T, S o n g X, Hilfi n g er J M, A mi d o n G L. 2 0 1 4. T h e d e v el o p m e nt of or all y 
a d mi ni str a bl e g e m cit a bi n e pr o dr u g s wit h d -e n a nti o m er a mi n o a ci d s: E n h a n c e d 
m e m br a n e p er m e a bilit y a n d e n z y m ati c st a bilit y. E ur J P h ar m Bi o p h ar m 8 6: 5 1 4 – 5 2 3.  
Ur at a H, Ki n o s hit a A, Mi s o n o K S, B u m p u s F M, H u s ai n A. 1 9 9 0. I d e ntifi c ati o n of a Hi g hl y 
S p e cifi c C h y m a s e E n z y m e i n t h e H u m a n H e art * a s t h e M aj or A n gi ot e n si n c ar di a c. J 
Bi ol C h e m 2 6 5: 2 2 3 4 8 – 2 2 3 5 7.  
Lit er at ur v er z ei c h ni s  
 
1 2 8  
v a n O o y e n A J J, D e k k er P, H u a n g M, Ol st h o or n M M A, J a c o b s DI, C ol u s si P A, T ar o n C H.  
2 0 0 6. H et er ol o g o u s pr ot ei n pr o d u cti o n i n t h e y e a st Kl u y v er o m y c e s l a cti s. F E M S 
Y e a st R e s 6: 3 8 1 – 3 9 2.  
v a n R e g e n m ort el M H, M ull er S. 1 9 9 8. D -p e pti d e s a s i m m u n o g e n s a n d di a g n o sti c r e a g e nt s.  
C urr O pi n Bi ot e c h n ol 9: 3 7 7 – 3 8 2.  
Vli e g h e P, Li s o w s ki V, M arti n e z J, K hr e st c h ati s k y M. 2 0 1 0. S y nt h eti c t h er a p e uti c p e pti d e s: 
s ci e n c e a n d m ar k et. Dr u g Di s c o v T o d a y 1 5: 4 0 – 5 6.  
v o n d er Li n d e n W, D o s e V, T o u s s ai nt U v o n. 2 0 1 4. B A Y E SI A N P R O B A BI LI T Y T H E O R Y  
A p pli c ati o n s i n t h e P h y si c al S ci e n c e s. C a m bri d g e U ni v er sit y Pr e s s.  
W al p er S A, B attl e S R, Br o z o z o g L e e A P, Z a b et a ki s D, T ur n er K B, B u c kl e y P E , C al m A M, 
W el s h H S, W ar n er C R, Z a c h ar k o M A, G ol d m a n E R, A n d er s o n G P. 2 0 1 4. 
T h er m o st a bl e si n gl e d o m ai n a nti b o d y – m alt o s e bi n di n g pr ot ei n f u si o n f or B a cill u s 
a nt hr a ci s s p or e pr ot ei n B cl A d et e cti o n. A n al Bi o c h e m 4 4 7: 6 4 – 7 3.  
W a u g h D S. 2 0 1 6. T h e r e m ar k a bl e s ol u b ilit y-e n h a n ci n g p o w er of W s c h eri c hi a c oli m alt o s e -
bi n di n g pr ot ei n. P o st e p y Bi o c h e m 6 2: 3 7 7 – 3 8 2.  
W ei L, Al h e n c -G el a s F, C or v ol P, Cl a u s er E. 1 9 9 1 a. T h e t w o h o m ol o g o u s d o m ai n s of 
h u m a n a n gi ot e n si n I -c o n v erti n g e n z y m e ar e b ot h c at al yti c all y a cti v e. J Bi ol C h e m  
2 6 6: 9 0 0 2 – 9 0 0 8.  
W ei L, Al h e n c -G el a s F, S o u bri er F, Mi c h a u d A, C or v ol P, Cl a u s er E. 1 9 9 1 b. E x pr e s si o n 
a n d C h ar a ct eri z ati o n of R e c o m bi n a nt H u m a n A n gi ot e n si n I -c o n v erti n g E n z y m e 
E VI D E N C E F O R A C -T E R MI N A L T R A N S M E M B R A N E A N C H O R A N D F O R A 
P R O T E O L Y TI C P R O C E S SI N G O F T H E S E C R E T E D R E C O M BI N A N T A N D 
P L S A M A E N Z Y M E S*. J Bi ol C h e m 2 6 6: 5 5 4 0 – 5 5 4 6.  
W el c h W J. 2 0 0 8. A n gi ot e n si n II -D e p e n d e nt S u p er o xi d e: Eff e ct s o n H y p ert e n si o n a n d 
V a s c ul ar D y sf u n cti o n. H y p ert e n si o n 5 2: 5 1 – 5 6.  
W e s s el D, Fl ü g g e UI. 1 9 8 4. A m et h o d f or t h e q u a ntit ati v e r e c o v er y of pr ot ei n i n dil ut e 
s ol uti o n i n t h e pr e s e n c e of d et er g e nt s a n d li pi d s. A n al Bi o c h e m 1 3 8: 1 4 1 – 3.  
W e xl er R, A ur k er m a n G. 2 0 0 6. N o n p h ar m a c ol o gi c Str at e gi e s f or M a n a gi n g H y p ert e n si o n. 
A m F a m P h y si ci a n 7 3: 1 9 5 3 – 1 9 5 8.  
W hit e C M. 1 9 9 8. P h ar m a c ol o gi c, p h a r m a c o ki n eti c, a n d t h er a p e uti c diff er e n c e s a m o n g A C E 
i n hi bit or s. P h ar m a c ot h er a p y 1 8: 5 8 8– 5 9 9.  
Lit er at ur v er z ei c h ni s  
 
1 2 9  
Wij e s e k ar a I, Ki m S K. 2 0 1 0. A n gi ot e n si n -I-c o n v erti n g e n z y m e ( A C E) i n hi bit or s fr o m m ari n e 
r e s o ur c e s: Pr o s p e ct s i n t h e p h ar m a c e uti c al i n d u str y. M ar Dr u g s 8: 1 0 8 0 – 1 0 9 3.  
W u S -J, S o ul e z M, Y a n g Y -H, C h u C -S, S hi h S -C, H é b ert M -J, K u o M -C, H si e h Y -J. 2 0 1 5. 
L o c al a u g m e nt e d a n gi ot e n si n o g e n s e cr et e d fr o m a p o pt oti c v a s c ul ar e n d ot h eli al c ell s 
i s a vit al m e di at or of v a s c ul ar r e m o d elli n g. P L o S O n e 1 0: 1– 1 5.  
Y a m a n e H, A s e c hi M, T s u n e y o s hi Y, D e n b o w D M, F ur u s e M. 2 0 0 9. C e ntr al L -c y st ei n e 
i n d u c e s sl e e p, a n d D-c y st ei n e i n d u c e s sl e e p a n d a b n or m al b e h a vi or d uri n g a c ut e 
str e s s i n n e o n at al c hi c k s. A ni m S ci J 8 0: 4 2 8 – 4 3 2.  
Y u s uf S, Sl ei g ht P, D a g e n ai s G, M o nt a g u e T, B o s c h J, P o g u e J, T a yl or W,  S ar d o L. 2 0 0 0. 
Eff e ct s of a n A n gi ot e n si n -C o n v erti n g – E n z y m e I n hi bit or, R a mi pril, o n C ar di o v a s c ul ar 
E v e nt s i n Hi g h -Ri s k P ati e nt s. N E n gl J M e d 3 4 2: 1 4 5 – 1 5 3.  
Z a m a n M A, O p aril S, C al h o u n D A. 2 0 0 2. Dr u g s t ar g eti n g t h e r e ni n -a n gi ot e n si n -al d o st er o n e 
s y st e m. N at R e v Dr u g Di s c o v 1: 6 2 1 – 3 6.  
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8  A n h a n g  
8. 1  M at eri al u n d M et h o d e n  
8. 1. 1  V e kt or k a rt e n  
 
A b bil d u n g 8 .1 :  E x pr e s si o n s v e kt o r p M A L -c 5 X mit d e m i n d u zi er b ar e n  Pr o m ot or Pt a c, d e m 
G e n m al E , w el c h e s f ür d a s P r ot ei n M B P c o di ert, u nd d e m G e n bl a  f ür ei n e 
A m p -R e si st e n z; D et ailli e rt e D a r st ell u n g d e r M C S d e s V e kt o r s mit d e n 
v er s c hi e d e n e n R e stri kti o n s s c h nitt st ell e n u n d d er S c h nitt st ell e f ür 
F a kt or  X a  ( N e w E n gl a n d Bi ol a bs, 2 0 1 5)  
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A b bil d u n g 8 .2 :  E x pr e s si o n s v e kt or p K L A C 2 mit d e n Pr o m ot or -A b s c h nitt e n P L A C 4 -P BI 3‘  u n d 
P L A C 4 -P BI  5‘ , d er α -m ati n g f a ct or d o m ai n  f ür ei n e s e kr et o ri s c h e 
Pr ot ei n e x pr e s si o n s o wi e  d e n S el e kti o n s m a r k er n a m d S  u n d A p R  ( N e w 
E n gl a n d Bi ol a b s, 2 0 1 1 ) 
 
8. 1. 2  I s oli e r u n g d e s I W-K o n str u kt s v o n M B P  d ur c h F a kt or X a  
I m l et zt e n S c hritt s ollt e l a ut p M A L Pr ot ei n F u si o n & P urifi c ati o n S y st e m d a s g er ei ni gt e 
Pr ot ei n ( M B P -I W) mit d er Pr ot e a s e F a kt or  X a a n d er s p e zifi s c h e n S c h nitt st ell e v o n ei n a n d er 
g etr e n nt w er d e n  (I W-K o n str u kt ei n z el n o h n e Bi n d u n g a n M B P ). Di e Fr a kti o n e n mit d er 
gr ö ßt e n  M e n g e d e s  Pr ot ei n s  M B P -I W n a c h d er R ei ni g u n g  w ur d e n v er ei nt  u n d ei n e 
P r ot ei n b e sti m m u n g d ur c h g ef ü hrt (2. 3. 1 ). V o m Pr ot ei n M B P -I W w ur d e n j e A n s at z 2 0  µ g 
ei n g e s et zt u n d e nt w e d er mit 0, 2  µ g ( 1  %) o d er 1  µ g ( 5  %) d e s E n z y m s F a kt or  X a i n k u bi ert. 
Z u s ät zli c h s ollt e n o c h g et e st et w er d e n, o b S D S ( 0, 0 5  %) f ör d erli c h f ür ei n e Tr e n n u n g v o n 
M B P u n d d e m I W -K o n str u kt  i st. W eit er hi n w ur d e ei n L e er w ert mit g ef ü hrt.  Di e 
v er s c hi e d e n e n  A n s ät z e si n d d er  T a b ell e 8 .1  z u e nt n e h m e n. N a c h 1 6  h, 2 4  h, 4 8  h u n d 7 2  h 
b ei  4  ° C w ur d e n j e w eil s 5  µl d er Pr o b e e nt n o m m e n mit 2  x S D S -L a d e p uff er u n d 2 0  m M D T T 
v er s et zt, 1 0  mi n b ei 9 5  ° C er hit zt  u n d mitt el s S D S -P A G E a n al y si ert.  
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T a b ell e 8 .1 :  R e a kti o n s a n s ät z e z ur I s oli e r u n g d e s I W -K o n str u kt s v o n M B P mitt el s F a kt or  X a  
K o m p o n e nt e n  L e er w ert  1 % X a  
1 % X a + 
0, 0 5 % S D S  
5 % X a  
5 % X a + 
0, 0 5 % S D S  
Pr ot ei n ( 1 0 0 0  µ g/ ml)  2 0 µl  2 0 µl  2 0 µl  2 0 µl  2 0 µl  
F a kt or X a ( 2 0 0 µ g/ ml)  - 1 µl  1 µl  - - 
F a kt or X a ( 1 0 0 0 µ g/ ml)  - - - 1 µl  1 µl  
S D S ( 1 %)  - - 1, 1 µl  - 1, 1 µl  
 
8. 1. 3  P uff er z u s a m m e n s et z u n g d er S D S -G el e f ür di e S D S -P A G E  
T a b ell e 8 .2 :  Z u s a m m e n s et z u n g d er S D S -G el e f ür di e S D S -P A G E n a c h L a e m mli  
K o m p o n e nt e n f ür S D S -G el e  
M e n g e f ür 2 S D S -G el e  
1 0 %  1 2 %  1 5 %  
Tr e n n g el     
d d H 2 O  7, 9 ml  6, 6 ml  4, 6 ml  
3 0 % A cr yl a mi d  6, 7 ml  8, 0 ml  1 0, 0 ml  
1, 5 M Tri s, p H 8, 8  5, 0 ml  5, 0 ml  5, 0 ml  
1 0 % S D S  2 0 0 µl  2 0 0 µl  2 0 0 µl  
1 0 % A P S  2 0 0 µ l 2 0 0 µl  2 0 0 µl  
T E M E D  8 µl  8 µl  8 µl  
S a m m el g el  D a s S a m m el g el i st f ür all e K o n z e ntr ati o n e n gl ei c h  
d d H 2 O  5, 5 ml  
3 0 % A cr yl a mi d  1, 3 ml  
1, 0 M Tri s, p H 6 , 8 1, 0 ml  
1 0 % S D S  8 0 µl  
1 0 % A P S  8 0 µl  
T E M E D  8 µl  
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8. 2  Er g e b ni s s e  
8. 2. 1  I s oli e r u n g d e s I W-K o n str u kt s v o n M B P  d ur c h F a kt or X a  
Z ur I s oli er u n g d e s I W -K o n str u kt s v o m Affi nit ät st a g M B P w ur d e  ei n V er d a u mit d e m E n z y m 
F a kt or  X a d ur c h g ef ü hrt . Di e s e s E n z y m i st i n d er L a g e, s p e zifi s c h n a c h d er f ür M B P 
c o di er e n d e n S e q u e n z z u s c h n ei d e n. Al s A u s g a n g s m at eri al w ur d e n v er ei nt e  Fr a kti o n e n 
n a c h d er R ei ni g u n g  v er w e n d et, w el c h e M B P -I W e nt hi elt e n. E s w ur d e n u nt er s c hi e dli c h e 
K o n z e ntr ati o n e n v o n  F a kt or  X a s o wi e di e Z u g a b e v o n 0, 0 5  % S D S  u nt er s u c ht ( T a b ell e 8 .1 ). 
Di e A b bil d u n g 8 .3  z ei gt di e a n al y si ert e n Pr o b e n  mitt el s S D S -P A G E  n a c h ei n er I n k u b ati o n 
v o n 7 2  h . I m V er gl ei c h z u m L e er w ert (Pr o b e o h n e F a kt or  X a u n d S D S , B a h n 3 ) z ei gt e si c h  
l e di gli c h ei n a n d er e s Pr ot ei n b a n d e n m u st er b ei d e n Pr o b e n mit Z u g a b e v o n 0, 0 5  % S D S 
b z w. b ei ei n e r Er h ö h u n g a uf 5 % F a kt or  X a i m V er h ält ni s z ur  Pr ot ei n k o n z e ntr ati o n. 
All er di n g s w ar e n hi er w e d er Pr ot ei n e i n H ö h e d e s a b g etr e n n t e n I W-K o n str u kt s b ei  1 0  k D a 
z u er k e n n e n  n o c h ei n e d e utli c h e A b n a h m e i n F or m d e s 4 2  k D a gr o ß e n  Pr ot ei n s  M B P  z u 
s e h e n ( V er gl ei c h B a h n 2  al s M B P -P o siti v k o ntr oll e , di e b ei d e n s c h w ar z e n Pf eil e z ei g e n di e 
g e w ü n s c ht e n M ol e k ul ar g e wi c ht e a n, i n d e n e n si c h Pr ot ei n e n a c h d e m V er d a u b efi n d e n 
s ollt e n) . D ur c h di e Z u g a b e v o n S D S si n d m ar k a nt e Pr ot ei n b a n d e n b ei et w a 3 5  k D a 
d et e kti ert w or d e n , w el c h e b e s o n d er s st ar k i n Ko m bi n ati o n mit 5  % F a kt or  X a w ar e n . E s 
z ei gt e si c h u nt er di e s e n B e di n g u n g e n a u c h, d a s s ei n e  A b n a h m e d e s Pr ot ei n s M B P -I W 
(r ot er Pf eil) d e utli ch w ar ( B a h n  7 ). J e d o c h k o n nt e d a s Pr ot ei n  ni c ht i n g e w ü n s c ht er W ei s e 
g etr e n nt w er d e n ( k ei n e Pr ot ei n e mit d e m  er w art et e n M ol e k ul ar g e wi c ht, s c h w ar z e Pf eil e) . 
Tr ot z Z u g a b e v o n S D S u n d d er d a mit v er b u n d e n e n d e n at uri er e n d e n Wir k u n g ( S c h nitt st ell e 
f ür F a kt or X a s o mit e v e nt u ell b e s s er z u g ä n gli c h) w ar e s ni c ht m ö gli c h , M B P v o n d e m I W -
K o n str u kt a b z utr e n n e n. A u s di e s e m Gr u n d w ur d e z ur I s ol ati o n v o n I W ei n e dir e kt e 
H y dr ol y s e d e s Pr ot ei n s M B P -I W, o h n e ei n e v or h eri g e Tr e n n u n g v o n M B P, v or g e n o m m e n.  
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A b bil d u n g 8 .3 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s 1 5  % S D S -G el d er P r o b e n n a c h  
d e m  V e r d a u mit F a kt o r  X a  f ür 7 2 h  z ur T r e n n u n g v o n M B P u n d d e m I W -
K o n str u kt ; B a h n 1: P a g e R ul er ™ Pr e st ai n e d  P r ot ei n L a d d er, B a h n 2: 1 µ g M B P 
5 Pr ot ei n ( P o siti v k o ntr oll e), B a h n 3: L e er w ert o h n e F a kt or X a o d er S D S, B a h n 4: 
Pr o b e mit 1  % F a kt or X a, B a h n 5: Pr o b e mit 1  % F a kt or  X a + 0, 0 5  % S D S, B a h n 
6: Pr o b e mit 5  % F a kt or  X a, B a h n 7: Pr o b e mit 5  % F a kt or  X a + 0, 0 5  % S D S ; 
r ot er Pf eil m ar ki ert M B P-IW;  s c h w ar z e n Pf eil e m ar ki er e n  di e g e w ü n s c ht e n 
M ol e k ul ar g e wi c ht e, i n d e n e n si c h Pr ot ei n e n a c h d e m V er d a u b efi n d e n s ollt e n  
 
8. 2. 2  Pr ot ei nr ei ni g u n g v o n M B P -I W a u s K. l a cti s  - P a r a m et er pr üf u n g   
Z u s ät zli c h z ur R ei ni g u n g d e s Zi el pr ot ei n s  M B P -I W a u s d e m Ü b er st a n d v o n K . l a cti s w ur d e 
ei n e R ei ni g u n g d e s Pr ot ei n s  M B P  ( v o m K o ntr oll v e kt or p K L A C 1-m al E  e x pri mi ert ) mitt el s 
Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e  d ur c h g ef ü hrt. Di e A n al y s e  z ei gt e , d a s s d a s Pr ot ei n M B P v o n d e n 
K.  l a cti s Z ell e n, w el c h e  d e n li n e ari si ert e n  p K L A C 1 -m al E  V e kt or i nt e gri ert h att e n, pr o d u zi ert 
u n d i n s M e di u m a u s g e s c hl e u st w ur d e ( A b bil d u n g 8 .4 ). A u c h hi er k o n nt e ni c ht d a s g e s a mt e 
Pr ot ei n a n di e S ä ul e g e b u n d e n w er d e n, d a a u c h  i m D ur c hfl u s s ( D) Pr ot ei n  b ei et w a  4 2  k D a 
d et e kti ert w ur d e . I n d e n ei n z el n e n El uti o n sf r a kti o n e n k o n nt e d a s Pr ot ei n M B P  j e d o c h 
e b e nf all s n a c h g e wi e s e n w er d e n  (F 1 -F 6 , Pf eil). V or all e m w ur d e hi er ei n s a u b er e s u n d 
k o n z e ntri ert er e s Pr ot ei n el ui ert.  D e m n a c h w ar e s m ö gli c h , u nt er d e n gl ei c h e n B e di n g u n g e n  
wi e b ei d er R ei ni g u n g v o n M B P -I W a u s K.  l a cti s, d a s Pr ot ei n M B P a n di e S ä u le z u bi n d e n 
u n d a u c h i n r ei n er F or m z u el ui er e n . D e m z uf ol g e s c hi e n e s b ei d er R ei ni g u n g v o n  M B P -I W 
ei n g e n er ell e s Pr o bl e m mit d e m pr o d u zi ert e n Zi el pr ot ei n a u s K.  l a cti s z u g e b e n.    
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A b bil d u n g 8 .4 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s 1 2  % S D S -G el d e r Pr o b e n v o m 
R ei ni g u n g s s c h ritt  (Affi nit ät s c hr o m at o gr a p hi e ) d e s K o nt r oll p ot ei n s M B P ; 
M : P a g e R ul er ™ Pr e st ai n e d  P r ot ei n L a d d er, A : A uftr a g, D : D ur c hfl u s s, W : 
W a s c h s c hritt, F 1 -F 6 : Fr a kti o n 1-6 ; Pf eil m ar ki ert M B P 
 
D ur c h d a s Pr o bl e m b ei d er R ei ni g u n g v o n M B P -I W u n d  v or d e m Hi nt er gr u n d ei n er 
g e n er ell e n S c h wi eri g k eit , di e k orr e kt e Pr ot ei n b a n d e d e m Zi el pr ot ei n a n h a n d d e s S D S -G el s 
z u z u or d n e n, w ur d e n n o c h  w eit er e  Pr o b e n a n al y si ert. E s w ur d e n hi erf ür Ü b er st ä n d e d er 
K ult ur e n v o n d e n G G 7 9 9 K.  l a cti s Z ell e n  u n d d e n i n K.  l a cti s i nt e gri ert e n V e kt or e n p K L A C 2 
(o h n e I n s ert ), p K L A C 1 -m al E  (al s K o ntr oll e ) i m V er gl ei c h z u m Kl o n p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 
Kl o n 8 g et e st et. All e Ü b er st ä n d e z ei gt e n  z wi s c h e n 4 3  k D a u n d 5 5  k D a  d a s gl ei c h e 
Pr ot ei n b a n d e n m u st er  d er  m ar k a nt e n B a n d e n  (i n u nt er s c hi e dli c h er St är k e). D a s el b st di e 
Pr ot ei n e x pr e s si o n d er G G 7 9 9 K.  l a cti s Z ell e n di e s e B a n d e n z ei gt e n, i st d a v o n a u s z u g e h e n, 
d a s s e s si c h hi er b ei u m H ef e -ei g e n e Pr ot e i n e h a n d elt, w el c h e w ä hr e n d d er F er m e nt ati o n 
i n s M e di u m a u s g e s c hl e u st w er d e n (A b bil d u n g 8 .5  A, B a h n 2). B ei m Kl o n p K L A C 2 -M B PI W 
K 1 0 Kl o n 8  s c h ei n e n n o c h Pr ot ei n e i m B er ei c h z wi s c h e n di e s e n m ar k a nt e n B a n d e n 
e x pri mi ert z u s ei n ( B a h n 5, Pf eil e), w el c h e e v e nt u ell d a s P r ot ei n M B P-I W s ei n k ö n nt e n. 
A n h a n d d e s W e st er n Bl ot s i st a u c h ei n d e uti g d et e kti ert w or d e n, d a s s e s si c h b ei d e n 
m ar k a nt e n  Pr ot ei n b a n d e n ni c ht u m di e g e w ü n s c ht e n Pr ot ei n e h a n d elt e, d a i n d e n 
Ü b er st ä n d e n d er G G 7 9 9 Z ell e n u n d  d e s  l e er en  p K L A C 2 V e kt or s , w el c h er i n d a s 
H ef e g e n o m i nt e gri ert w ur d e,  k ei n erl ei  M B P e x pri mi ert w ur d e (A b bil d u n g 8 .5  B, B a h n 2 -3). 
D er K o ntr oll v e kt or p K L A C 1 -m al E , w el c h er li n e ari si ert u n d i n d a s K.  l a cti s-G e n o m i nt e gri ert 
w ur d e, e x pri mi ert e M B P ( B a h n 4). H i er i st j e d o c h, a n d er s al s i m S D S-G el , ei n e 
D o p p el b a n d e mit d e m A k g e g e n M B P d et e kti ert w or d e n. A u c h Pr ot ei n e, w el c h e  v o m 
i nt e gri ert e n p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 Kl o n 8  e x pri mi ert w ur d e n , k o n nt e n mit d e m  A k g e g e n 
M B P d et e kti ert w er d e n . E s wur d e d e m n a c h M B P -I W pr o d u zi ert, j e d o c h i n ei n er d e utli c h 
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g eri n g er e n M e n g e al s M B P v o m K o ntr oll v e kt or. Di e s w ar w a hr s c h ei nli c h d er Gr u n d f ür ei n e 
s c hl e c ht e A u s b e ut e b ei d er Pr ot ei nr ei ni g u n g, d a d a s Pr ot ei n ni c ht a u sr ei c h e n d pr o d u zi ert 
w ur d e.    
 
A b bil d u n g 8 .5 :  El e kt r o p h or eti s c h e A uft r e n n u n g mitt el s A ) 1 0 % S D S -G el  u n d B) W e st e r n  
Bl ot d er k o n z e nt ri ert e n Pr o b e n n a c h 4 8  h W a c h st u m;  A -B)  B a h n 1: 
P a g e R ul er ™ Pr e st ai n e d  P r ot ei n L a d d er, B a h n 2: G G 7 9 9 K.  l a cti s Z ell e n, B a h n 
3: l e er er p K L A C 2 V e kt or, B a h n 4: p K L A C 1 -m al E  V e kt or al s K o ntr oll e mit 
Pr o d u kti o n v o n M B P, B a h n 5: p K L A C 2 -M B PI W K 1 0 Kl o n  8 ; Pf eil e m ar ki er e n 
B a n d e n, w el c h e M B P -I W s ei n k ö n nt e n 
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M ei n b e s o n d er er D a n k gilt H err n Pr of. Dr.  m e d.  A n dr e a s  D e u ß e n  f ür di e Ü b erl a s s u n g d e s 
i nt er e s s a nt e n Pr o m oti o n sth e m a s  u n d  d af ür , di e s e Ar b eit  i n s ei n er Ar b eit s gr u p p e 
d ur c h f ü hr e n z u k ö n n e n . F ür di e M ö gli c h k eit m ei n e D at e n z u v er öff e ntli c h e n u n d z u 
pr ä s e nti er e n  s o wi e f ür di e f a c hli c h e u n d fr e u n dli c h e B etr e u u n g  bi n i c h  s e hr d a n k b ar.  
A u ß er d e m d a n k e i c h H err n Pr of. Dr. r er. n at. G e or g Br ei er, L eit er d e s B er ei c h s Bi ol o gi e  f ür 
M e di zi n er  a n d er M e di zi ni s c h e n F a k ult ät C arl G u st a v C ar u s  d er T U Dr e s d e n , f ür di e 
Ü b er n a h m e  d e s Z w eit g ut a c ht e n s  m ei n er Pr o m oti o n.  
Ei n g a n z  b e s o n d er er  D a n k gilt M el a ni e M arti n  f ür di e h er v orr a g e n d e B etr e u u n g , di e gr o ß e 
Hilf e b ei m P u bli zi er e n m ei n er D at e n s o wi e  f ür di e wi s s e n s c h aftli c h e n Di s k u s si o n e n . D a n k e, 
d a s s d u i m m er i n all e m d a s P o siti v e g e s e h e n h a st u n d mi c h d a z u m oti vi ert h a st s el b st 
kl ei n e Di n g e  al s Erf ol g e z u s c h ät z e n.  
M ei n w eit er er D a n k gilt P et er Di et eri c h f ür di e U nt er st üt z u n g b ei  d er st ati sti s c h e n  
A u s w ert u n g  m ei n er  D at e n.  
W eit e hr hi n m ö c ht e i c h mi c h b ei Fr a u k e H ärt el f ür i hr st et s off e n e s O hr s o wi e f ür di e Hilf e 
b ei d e n l et zt e n K orr e kt ur e n m ei n er Ar b eit b e d a n k e n. A u ß er d e m d a n k e i c h K ar oli n a I hl e f ür 
di e Hilf e b ei d er Kl o ni er u n g u n d di e g ut e Z u s a m m e n ar b eit b ei m Pr a kti k u m . 
Ei n gr o ß er D a n k g e ht a n C ori n a O s w al d f ür d i e a n g e n e h m e u n d l u sti g e B ür o at m o s p h är e. 
D a n k e f ür d ei n g e d ul di g e s  Z u h ör e n b ei k l ei n er e n u n d gr ö ß er e n Pr o bl e m e n. 
Ei n s p e zi ell er  D a n k  gilt d e m g e s a mt e n T e a m d e s I n stit ut s f ür di e t oll e Ar b eit s at m o s p h är e 
u n d Hilf s b er eit s c h aft u nt er ei n a n d er. D a n k e a u c h d af ür, d a s s i c h s of ort h er zli c h i n di e 
Fr ü h st ü c k sr u n d e a uf g e n o m m e n w ur d e.  M ei n b e s o n d e r er D a n k gilt Bir git Z at s c hl er f ür di e 
Pr ä p ar ati o n d er A ort e nri n g e, A ntj e  M e s s er f ür di e Ei n ar b eit u n g i n di e Z ell k ult ur u n d C ar m e n 
Fri e b el f ür  di e I s oli er u n g d er t h or a k al e n R att e n a ort a s o wi e  di e a n g e b ot e n e Hilf e, w e n n e s 
m al h e kti s c h w ur d e.   
Ei n gr o ß er D a n k gilt d er Ar b eit s gr u p p e  i m B er ei c h d e s I n stit ut s f ür P h y si ol o gi s c h e C h e mi e 
a n d er M e di zi ni s c h e n F a k ul t ät C arl G u st a v C ar u s d er T U Dr e s d e n , u nt er d er L eit u n g v o n 
H err n Pr of. Dr. r er. n at. T h o m a s Kri e g el, d af ür, d a s s i c h m ei n e E x p er i m e nt e z ur 
Pr ot ei nr ei ni g u n g i n I hr e n L a b or e n d ur c hf ü hr e n k o n nt e. D a n k e f ür di e fr e u n dli c h e 
U nt er st üt z u n g v o n K ari n a K ett n e r u n d Cl a u di a B o d e n st ei n. 
 
 
 
M ei n w eit er er D a n k gilt H err n Pr of. Dr. r er n at. H e n ni n g M or a wi et z, L eit er d er Ar b eit s gr u p p e 
G ef ä ß e n d ot h el u n d Mi kr o zir k ul ati o n  a n d er M e di zi ni s c h e n F a k ul t ät C arl G u st a v C ar u s d er 
T U Dr e s d e n , d a s s i c h ei ni g e E x p eri m e nt e i n Ihr e m L a b or d ur c hf ü hr e n k o n nt e. A u ß er d e m 
m ö c ht e i c h mi c h  d af ür b e d a n k e n, d a s s d ur c h I hr e A nf erti g u n g v o n G ut a c ht e n ei n e  
Fi n a n zi e r u n g s m ö gli c h k eit i n d er A b s c hl u s s p h a se m ei n er Ar b eit  m ö gli c h w ar . H er zli c h 
b e d a n k e n m ö c ht e i c h mi c h  a u c h  b ei M el a ni e Br u x  f ür di e Hilf e a m A nf a n g m ei n er 
Kl o ni er u n g s ar b eit e n.   
W eit er hi n m ö c ht e i c h mi c h b ei H err n Pr of.  Dr. r er. n at. T h o m a s  H e nl e, L eit er d e s I n stit ut s 
f ür L e b e n s mitt el c h e mi e d er T U Dr e s d e n, f ür di e Z u s a m m e n ar b eit w ä hr e n d d er St u di e n z u 
d e n A C E -h e m m e n d e n P e pti d e n b e d a n k e n. D a n k e a u c h a n  St effi R u d ol p h  f ür di e 
I d e ntifi k ati o n u n d Q u a ntifi zi er u n g d er A C E-h e m m e n d e n P e pti d e i n d e n h y dr ol y si ert e n 
Pr ot ei n e n u n d a n Di a n a H a g e m a n n  f ür di e MS -M e s s u n g d e s r e k o m bi n a nt  pr o d u zi ert e n I W.  
Ei n g a n z b e s o n d er er D a n k gilt m ei n e r F a mili e f ür i hr e U nt er st üt z u n g i n j e gli c h er Hi n sic ht .  
V o n g a n z e m H er z e n d a n k e i c h  dir, P atri c k, f ür d ei n e nt g e g e n g e br a c ht e s V er st ä n d ni s, d ei n e 
G e d ul d s o wi e f ür d ei n e li e b e v ol l e U nt er st üt z u n g u n d d ei n e  a uf b a u e n d e n W ort e , w a n n 
i m m er di e s e n öti g w ar e n. 
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Er kl ä r u n g e n z ur Er öff n u n g d e s P r o m oti o n s v e rf a hr e n s  
1.  Hi er mit v er si c h er e i c h, d a s s i c h di e v orli e g e n d e Ar b eit o h n e u n z ul ä s si g e Hilf e  Dritt er 
u n d o h n e B e n ut z u n g a n d er er al s d er  a n g e g e b e n e n Hilf s mitt el a n g ef erti gt h a b e; di e 
a u s fr e m d e n Q u ell e n dir e kt  o d er i n dir e kt ü b er n o m m e n e n G e d a n k e n si n d al s s ol c h e 
k e n ntli c h g e m a c ht.  
2.  B ei d er A u s w a hl u n d A u s w ert u n g d e s M at eri al s s o wi e b ei d er H er st ell u n g d e s 
M a n u s kri pt s h a b e i c h U nt er st üt z u n g sl ei st u n g e n v o n f ol g e n d e n P er s o n e n er h alt e n:  
H err Pr of. Dr. m e d. A n dr e a s D e u ß e n , Fr a u Dr. r er. n at. M el a ni e  M arti n,  Fr a u Dr. r er.  
p h y si ol. F r a u k e H ärt el, H err Dr. r er. n at. P et er Di et eri c h  
3.  W eit er e P er s o n e n w ar e n a n d er g ei sti g e n H er st ell u n g d er v orli e g e n d e n Ar b eit  ni c ht 
b et eili gt. I n s b e s o n d er e h a b e i c h ni c ht di e Hilf e ei n e s k o m m er zi ell e n 
Pr o m oti o n s b er at er s i n A n s pr u c h g e n o m m e n. Dritt e h a b e n v o n mir w e d er 
u n mitt el b ar n o c h mitt el b ar g el d w ert e  L ei st u n g e n f ür Ar b eit e n er h alt e n, di e i m 
Z u s a m m e n h a n g mit d e m  I n h alt d er v or g el e gt e n Di s s ert ati o n st e h e n.  
4.  Di e Ar b eit w ur d e bi s h er w e d er i m I nl a n d n o c h i m A u sl a n d i n gl ei c h er o d er ä h nli c h er 
F or m ei n er a n d er e n Pr üf u n g s b e h ör d e v or g el e gt.  
5.  Di e I n h alt e di e s er Di s s ert ati o n w ur d e n i n f ol g e n d er F or m v er öff e ntli c ht:  
P u bli k ati o n e n:  
Mi c h el k e  L , D e u s s e n A, Di et eri c h P , M arti n M. 2 0 1 7. Eff e ct s of bi o a cti v e p e pti d e s 
e n cr y pt e d i n w h e y - , s o y- a n d ri c e pr ot ei n o n l o c al a n d s y st e mi c a n gi ot e n si n -
c o n v erti n g  e n z y m e  a cti vit y. J  F u n ct  F o o d s  2 8: 2 9 9 – 3 0 5. 
d oi: 1 0. 1 0 1 6/j.jff. 2 0 1 6. 1 1. 0 2 6  
Mi c h el k e  L , D e u s s e n A, K ett n er K , Di eteri c h P, H a g e m a n n D, Kri e g el  T M , M arti n M. 
2 0 1 8 . Bi ot e c h n ol o gi c al pr o d u cti o n of t h e a n gi ot e n si n -c o n v erti n g e n z y m e i n hi bit or y 
di p e pti d e i s ol e u ci n e -tr y pt o p h a n. E n g. Lif e S ci. d oi: 1 0. 1 0 0 2/ el s c. 2 0 1 7 0 0 1 7 2 
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T a g u n g s b eit r ä g e:  
5 t h St u d e nt R etr e at, I nt er n ati o n al P h D Pr o gr a m: H o m e o st ati c a n d r e g ul at or y 
f u n cti o n s of e n d ot h eli u m. Dr e s d e n , 2 8-2 9. 1 1. 2 0 1 4 ( P o st er pr ä s e nt ati o n)  
Mi c h el k e L , M arti n M, D e u s s e n A.  
A C E -in hi biti n g eff e ct of i s ol e u ci n e-tr y pt o p h a n-c o nt ai ni n g h y dr ol y s at e s a n d  
pr o d u cti o n of t hi s p e pti d e i n pr e v e nti o n of h y p ert e n si o n. 
9 4. J a hr e st a g u n g d er D e ut s c h e n P h y si ol o gi s c h e n G e s ell s c h aft. M a g d e b ur g, 0 5 -
0 7. 0 3. 2 0 1 5 ( P o st er pr ä s e nt ati o n)  
Mi c h el k e L , M arti n M, D e u s s e n A.  
A C E -in hi biti n g p ot e nti al of i s ol e u ci n e-tr y pt o p h a n o bt ai n e d b y f o o d h y dr ol y si s 
a n d it s pr o d u cti o n b y a bi ot e c h ni c al a p pr o a c h.  P  2 1 2  
6 t h St u d e nt R etr e at, I nt er n ati o n al P h D Pr o gr a m: H o m e o st ati c a n d r e g ul at or y 
f u n cti o n s of e n d ot h eli u m. Dr e s d e n , 0 6 -0 7 . 1 1. 2 0 1 5 ( P o st er pr ä s e nt ati o n) 
Mi c h el k e L , M arti n M, D e u s s e n A.  
A C E -in hi biti n g eff e ct of i s ol e u ci n e-tr y pt o p h a n-c o nt ai ni n g h y dr ol y s at e s i n 
pr e v e nti o n of h y p ert e n si o n . 
9 5. J a hr e st a g u n g d er D e ut s c h e n P h y si ol o gi s c h e n G e s ell s c h aft. L ü b e c k, 0 3 -
0 5. 0 3. 2 0 1 6 ( P o st er pr ä s e nt ati o n)  
Mi c h el k e L , M arti n M, D e u s s e n A.  
Pr o d u cti o n of A C E -in hi biti n g di p e pti d e i s ol e u ci n e -tr y pt o p h a n a n d its  r ol e i n 
pr e v e nti o n of h y p ert e n si o n . P 1 1 -0 4  
3 4 t h E ur o p e a n P e pti d e S y m p o si u m. L ei p zi g, 0 4 -0 9. 0 9. 2 0 1 6 ( P o st er pr ä s e nt ati o n)  
Mi c h el k e L , M arti n M, D e u s s e n A.  
Pr o d u cti o n of A C E -in hi biti n g di p e pti d e i s ol e u ci n e -tr y pt o p h a n a n d its  r ol e i n 
pr e v e nti o n of h y p ert e n si o n . P P I X -2 7 6  
4 0. Wi s s e n s c h aftli c h er K o n gr e s s d er D e ut s c h e n H o c h dr u c kli g a e. V. D H L ® - 
D e ut s c h e G e s ell s c h aft f ür H y p ert o ni e u n d Pr ä v e nti o n. B erli n, 0 1 -0 3. 1 2. 2 0 1 6 
( P o st er pr ä s e nt ati o n) 
Mi c h el k e L , M arti n M, Di et eri c h P, D e u s s e n A. 
Eff e kt e v o n bi o a kti v e n P e pti d e n a u s M ol k e -, S oj a- u n d R ei s pr ot ei n a uf di e 
l o k al e u n d s y st e mi s c h e A n gi ot e n si n-C o n v erti n g E n z y m a kti vit ät. P 5 5  
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7 t h St u d e nt R etr e at, I nt er n ati o n al P h D Pr o gr a m: H o m e o st ati c a n d r e g ul at or y 
f u n cti o n s of e nd ot h eli u m. Dr e s d e n, 2 0. 0 1 . 2 0 1 7 u n d 1 0. 0 2. 2 0 1 7 ( V ortr a g)  
Mi c h el k e L , M arti n M, D e u s s e n A.  
Pr o d u cti o n of A C E -i n hi biti n g di p e pti d e i s ol e u ci n e-tr y pt o p h a n. 
6.  I c h b e st äti g e, d a s s e s k ei n e z ur ü c kli e g e n d e n erf ol gl o s e n Pr o m oti o n s v erf a hr e n g a b.  
7.  I c h b e st äti g e, d a s s i c h di e Pr o m oti o n s or d n u n g d er M e di zi ni s c h e n F a k ult ät d er 
T e c h ni s c h e n U ni v er sit ät Dr e s d e n a n er k e n n e.  
8.  I c h h a b e di e Ziti erri c htli ni e n f ür Di s s ert ati o n e n a n d er M e di zi ni s c h e n F a k ult ät d er 
T e c h ni s c h e n U ni v er sit ät Dr e s d e n z ur K e n nt ni s g e n o m m e n u n d b e f ol gt.  
 
 
Dr e s d e n , 1 4. 0 2. 2 0 1 8  
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Hi e r mit b e st äti g e i c h di e Ei n h alt u n g d er f ol g e n d e n a kt u ell e n g e s et zli c h e n 
V or g a b e n i m R a h m e n m ei n e r Di s s e rt ati o n  
d a s z u sti m m e n d e V ot u m d er Et hi k k o m mi s si o n b ei Kli ni s c h e n St u di e n, 
e pi d e mi ol o gi s c h e n U nt er s u c h u n g e n mit P er s o n e n b e z u g o d er S a c h v er h alt e n, di e 
d a s M e di zi n pr o d u kt e g e s et z b etr eff e n  
A kt e n z ei c h e n d er z u st ä n di g e n Et hi k k o m mi s si o n  
E K 2 9 9 0 8 2 0 1 4  u n d E K 2 0 3 1 1 2 0 0 5  
 
di e Ei n h alt u n g d er B e st i m m u n g e n d e s Ti er s c h ut z g e s et z e s 
A kt e n z ei c h e n d er G e n e h mi g u n g s b e h ör d e z u m V or h a b e n/ z ur Mit w ir k u n g  
A Z . 2 4 -9 1 6 8. 2 4 -1/ 2 0 1 2 -1 6  
 
di e Ei n h alt u n g d e s G e nt e c h ni k g e s et z e s  
Pr oj e kt n u m m er  
Si c h er h eit s st uf e 2: A Z. 5 5 -8 8 1 1. 7 2/ 4 6  
 
di e Ei n h alt u n g v o n D at e n s c h ut z b e sti m m u n g e n d er M e di zi ni s c h e n F a k ult ät u n d d e s 
U ni v er sit ät s kli ni k u m s C arl G u st a v C ar u s.  
 
 
Dr e s d e n, 1 4. 0 2. 2 0 1 8  
 
 
 
